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Antibiotiki se uporabljajo približno 60 let in lahko zdravijo praktično vse danes poznane 
okužbe. Žal njihovo uporabo spremlja pojav odpornosti in posledično živimo v času, ko so 
bakterije razvile odpornost na večino antibiotikov. Pri bakterijah je celična stena tista, ki 
predstavlja ključni strukturni element in tako idealno tarčo pri odkrivanju in razvoju novih 
antibiotikov. S tem namenom smo se odločili za poseg v sintezo peptidoglikana, saj je le-ta 
prisoten v prokariontskih celicah in tako omogoča optimalno selektivno ciljanje mikrobnih 
vitalnih poti. Osredotočili smo se na encim MurA, ki katalizira prvi korak v biosintezi 
peptidoglikana tako grampozitivnih kot tudi gramnegativnih bakterijah. 
Pri izdelavi magistrske naloge smo uporabljali različna bioinformacijska orodja, s katerimi 
smo podrobneje analizirali encim. V prvem delu smo preverjali, ali je encim MurA 
esencialen za rast, razvoj in preživetje večine bakterij. Temu je sledilo preučevanje 
evolucijsko ohranjenih aminokislin in identifikacija vezavnih mest, s pomočjo katerega 
smo določili ključne aminokisline, pomembne za uspešno molekulsko sidranje spojin v 
aktivno mesto in razvoj potencialne protimikrobne učinkovine. V zadnjem delu smo 
preverili podatke o potencialnih zaviralcih encima in ovrednotili njihove fizikalno-
kemijske lastnosti, lipofilnost, topnost v vodi, farmakokinetične lastnosti, podobnost z 
učinkovinami ter farmacevtsko-kemijske lastnosti. Pridobljene podatke smo z uporabo 
različnih programov tudi vizualizirali.  
Izkazalo se je, da je esencialnost gena MurA dokazana v enaindvajsetih različnih 
organizmih. S presekom aminokislin z najvišjim odstotkom evolucijske ohranjenosti in 
aminokislin z najvišjim odstotkom interakcij preko vodikovih vezi, smo kot končni rezultat 
dobili deset ključnih aminokislin: Lys-22, Asn-23, Asp-49, Arg-91, Arg-120, Glu-188, 
Thr-304, Asp-305, Arg-331, Arg-397. S pomočjo molekulskih deskriptorjev smo nato 
ovrednotili osemindvajset znanih zaviralcev encima MurA in naredili izbor treh spojin, ki 
izkazujejo najboljše lastnosti in so zato najbolj perspektivne za nadaljnji razvoj.  
 
Ključne besede: MurA, protibakterijske učinkovine, bioinformacijska orodja, esencialnost, 





Antibiotics have been in use for about 60 years, being applied in the treatment of almost all 
infectious diseases known today. Unfortunately, their application is accompanied by the 
emergence of resistance and we consequently live in a time when bacteria have developed 
resistance to almost all antibiotics. The cell wall in bacteria represents an essential 
structural element and is thus an ideal target for the discovery and development of new 
antibiotics. Therefore, we have decided to intervene in the synthesis of peptidoglycan, as it 
is present in prokaryotic cells and allows the optimal selective targeting of microbial vital 
pathways. We focused on the MurA enzyme, which catalyses the first step in the 
peptidoglycan biosynthesis of gram-positive and gram-negative bacteria. 
When writing our master’s paper, we used various bioinformatics tools, which allowed us 
to analyse the enzyme in detail. In the first part, we tested if the MurA enzyme is essential 
for the growth, development, and survival of a majority of bacteria. This was followed by 
the study of evolutionarily conserved amino acids and the identification of binding regions 
by which we determined amino acids important for successful molecular docking to the 
active site and the development of potential antimicrobial agents. In the last stage, we 
reviwed the data of potential enzyme inhibitors and evaluated their physicochemical 
properties, lipophilicity, water solubility, pharmacokinetics, druglikeness and medicinal 
chemistry. We also visualized the data obtained using various programs. 
The essentiality of the MurA gene has been proved in twenty-one different organisms. By 
intersecting the amino acids with the highest percentage of evolutionary conservations and 
the amino acids with the highest percentage of hydrogen bond interactions, we obtained ten 
important amino acids as a final result: Lys-22, Asn-23, Asp-49, Arg-91, Arg-120, Glu -
188, Thr-304, Asp-305, Arg-331, Arg-397. With molecular descriptors, we evaluated 
twenty-eight MurA enzyme inhibitors in the following selection of three compounds that 
exhibit the best properties and thus the best prospects for further development.  
 







ABS ocena biološke uporabnosti po Abbotu (angl. Abbot bioavailability score) 
AK aminokisline 
ATP adenozin-5’-trifosfat 
CS regije, ki vežejo večje število probnih množic 
CYP citokrom P-450 
Cys cistein  
DEG baza podatkov o esencialnih genih (angl. Database of essential genes) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
ESKAPE sinonim za skupino patogenih bakterij: Enterococcus faecium, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacter spp. 
G - gramnegativne bakterije 
G + grampozitivne bakterije 
GlcNAc N-acetilglukozamin  
GlmS glukozamin-6-fosfat sintaza  
GlmU N-acetilglukozamin-1-fosfat uridiltransferaza  
HBA akceptorji vodikovih vezi 
HBD donorji vodikovih vezi 
HEB hematoencefalna bariera 
IC50 srednja zaviralna koncentracija 
ID identifikacija 
KNIME prosto dostopna analitična platforma (angl. Konstanz Information Miner) 
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Lipid I MurNAc-pentapeptid-pirofosforil-undekaprenol  
Lipid II UDP-GlcNAc-MurNAc-pentapeptid-pirofosforil-undekaprenol 
Log P porazdelitveni koeficient P  
m-A2pm mezo-diaminopimelinska kislina 
MBC minimalna baktericidna koncentracija 
MDR večkratno odporne bakterije (angl. multidrug resistant) 
MIC minimalna zaviralna koncentracija 
MLogP Moriguchi porazdelitveni koeficient oktanol/voda 
MRSA meticilin rezistentni Staphylococcus aureus 
MSSA meticilin občutljiv Staphylococcus aureus 
MurA UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza  
MurB UDP-N-acetilenolpiruvilglukozamin reduktaza  
MurNAc N-acetilMurAminska kislina 
MW molekulska masa 
NMR jedrska magnetna resonanca 
PAINS angl. Pan-Assay Interference Compounds 
PDB proteinska podatkovna baza (angl. Protein Data Bank) 
PEP fosfoenolpiruvat 
Pgp P-glikoprotein 
PSA polarna površina 
QASR kvantitativni odnos med strukturo in delovanjem (angl. quantitative structure–
activity relation) 
RMSD povprečen kvadratni odklon razdalj (angl. root-mean-square deviation) 
IX 
 
SMILES preprost molekulno-vhodni-nizno vpisni sistem (angl. Simplified Molecular 
Input Line Entry System) 
TPSA topološka polarna površina 
UDP uridin 5’-difosfat  
UDP-GlcNAc uridin-difosfat-N-acetilglukozamin  
UDP-GlcNAc-EP uridin-difosfat-N-acetilglukozamin enolpiruvat  
UDP-MurNAc uridin-difosfat-N-acetilMurAminska kislina 
UniProt proteinska podatkovna zbirka (angl. the Universal Protein Resource) 
UniProt KB podatkovna baza proteinskih sekvenc in njim pripadajočih funkcijskih 
anotacij (angl. the Universal Protein Resource Knowledgebase) 
















Antibiotiki predstavljajo najpomembnejši izum 20. stoletja, saj so rešili nešteto življenj in 
močno vplivali na podaljšanje življenjske dobe ter razvoj medicine. So spojine, ki ovirajo 
delovanje nekaterih struktur ali procesov bistvenih za rast ali preživetje bakterij, ne da bi 
pri tem škodovale človeškemu organizmu (1). Glede na rast in preživetje bakterij lahko 
delujejo bakteriostatično, kar pomeni, da preprečujejo rast in razmnoževanje bakterij, ali 
baktericidno, kar pomeni, da bakterije ubijejo (2). Antibiotike lahko razvrstimo tudi glede 
na njihov spekter delovanja. Tiste spojine, ki so učinkovite proti večjemu številu 
mikroorganizmov iz različnih taksonomskih skupin, vključno z gramnegativnimi (G -) in 
grampozitivnimi (G +) bakterijami, imajo širok spekter delovanja, medtem ko imajo tiste, 
ki so učinkovite proti majhnemu številu mikroorganizmov ali posamezni taksonomski 
skupini, ozek spekter delovanja. Pri antibiotikih je znanih pet različnih mehanizmov 
delovanja: zaviranje sinteze bakterijske celične stene, motnje v delovanju celične 
membrane, zaviranje sinteze beljakovin, zaviranje podvajanja DNA ter antimetabolitično 
delovanje (3).  
1.2 BAKTERIJSKA REZISTENCA 
Bakterije imajo dobro razvite mehanizme genske prilagoditve in posledica uporabe 
antibiotikov je vedno razvoj odpornosti bakterij nanje. Odpornost na bakterije je tako 
prisotna že od samega začetka dobe antibiotikov, v zadnjih dvajsetih letih pa zaskrbljujoče 
narašča in postaja resna nevarnost za javno zdravje, saj se odpornost patogenih bakterij 
razvija pri vseh uveljavljenih razredih protibakterijskih zdravil, vključno z novimi zdravili 
in mehanizmi delovanja (4). Razvoj rezistence lahko pripišemo njihovi prekomerni, 
nepravilni (preskakovanje odmerkov, ponovna uporaba neporabljenih antibiotikov, 
samozdravljenje z antibiotiki, neustrezno predpisovanje) ali nepotrebni uporabi. K 
razvoju rezistence prispeva tudi upočasnjen razvoj novih zdravil v farmacevtski 
industriji zaradi zmanjšanih gospodarskih spodbud in izzivov regulativnih zahtev (5).  
V zadnjem času je še posebej skrb vzbujajoč pojav "večkratno odpornih bakterij" (angl. 
multidrug resistant - MDR), ki označuje izolate, odporne proti najmanj enemu antibiotiku v 
treh ali več kategorijah antibiotikov. MDR bakterije lahko okužijo katerikoli organ 
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oziroma tkivo, pri čemer izstopajo okužbe krvi, kirurških ran, sečil in dihal. Večje tveganje 
za bakterijsko okužbo z MDR bakterijami je značilno predvsem za starejše osebe in tiste, 
ki so bile podvržene invazivnim medicinskim posegom, pa tudi za osebe s predhodno 
okužbo ali kolonizacijo ter dolgotrajno antibiotično terapijo (6). Multirezistentne bakterije, 
ki predstavljajo največjo grožnjo, tako globalno kot lokalno so označene z akronimom 
ESKAPE, ki združuje šest najbolj problematičnih bakterij (Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp., Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacter spp.). Odgovorne so za kar dve tretjini bakterijskih okužb, zlasti 
bolnišničnih, čeprav je zadnje čase vedno bolj razširjena tudi pojavnost izven bolnišnic. 
Okužbe z ESKAPE bakterijami povzročajo visoko stopnjo umrljivosti in obolevnosti, 
visoke stroški zdravstvenega varstva, diagnostično negotovost ter težave pri začetku 


















1.3 MEHANIZMI REZISTENCE 
Na razvoj protibakterijske odpornosti vpliva biološka in protimikrobna odpornost okolja in 
mikroorganizma (slika1). 
Slika 1: Kompleksnost mehanizmov protimikrobne rezistence: a) glavni mehanizmi 
protimikrobne odpornosti, b) mehanizmi pridobljene protimikrobne odpornosti. Povzeto po 
(8). 
1. Protimikrobna odpornost, ki jo posreduje okolje, je opredeljena kot odpornost, ki s 
fizikalnimi ali kemijskimi lastnostmi okolja neposredno vpliva na protimikrobno 
sredstvo ali normalni fiziološki odziv mikroorganizma na zdravilo. Primeri so pH, 
anaerobna atmosfera, koncentracija kationa in vsebnost timidina.  
2. Odpornost, posredovana z mikroorganizmi je posledica gensko kodiranih lastnosti 
mikroorganizma in jo lahko razdelimo v dve skupini, in sicer prirojena ali primarna in 
pridobljena ali sekundarna. Prirojena odpornost je naraven pojav, ki izvira iz 
normalnega genetskega, strukturnega ali fiziološkega stanja mikroorganizma (9). V 
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mnogih primerih je takšna odpornost posledica odsotnosti tarče zdravila, oteženega 
vstopa zdravila v bakterijsko celico ali njegovega izčrpavanja iz bakterijske celice 
zaradi kromosomsko kodirane aktivne odtočne črpalke ter inaktivacije učinkovine (10). 
Prirojena odpornost je značilnost celotnega bakterijskega kraljestva in je predvidljiva 
(rezistenca G - bakterij na vankomicin), medtem ko je pridobljena odpornost prisotna 
samo pri posameznih sevih določene bakterijske vrste in je nepredvidljiva. Poleg tega 
za pridobljeno odpornost velja, da je pogostejša in nastaja naknadno (5, 11). Takšna 
odpornost izvira iz spremenjenega strukturnega in fiziološkega stanja bakterije, nastane 
pa lahko kot posledica mutacije obstoječih (vertikalni genski prenos) ali pridobivanja 
novih genov (horizontalni genski prenos). Mutacije, zlasti v kromosomu, povzročajo 
spremembe v strukturi bakterijskih celic, medtem ko horizontalni genski prenos 
največkrat kodira sintezo encimov, ki inaktivirajo antibiotike (12). Pridobivanje 
genetske informacije pomeni prenos gena iz nekega zunanjega vira, v večini primerov 
so to bakterije. Bakterije imajo tri metode, s katerimi se lahko DNA prenese iz ene 
celice v drugo: transformacija, transdukcija in konjugacija, pri čemer je slednja daleč 
najpomembnejša (slika 1). Najpogostejši mobilni genetski elementi, ki nosijo 
rezistentne gene so: plazmidi, transpozoni in interoni (13, 14). 
3. Ne glede na način, kako se gen prenese na bakterijo, so za razvoj odpornosti bakterij na 
protimikrobna sredstva potrebne spremembe v fiziologiji ali strukturi celic. Biološka 
odpornost se tako nanaša na spremembe, ki povzročijo opazno zmanjšano občutljivost 
organizma na določeno protimikrobno sredstvo, medtem ko je pri klinični odpornosti 
protimikrobna dovzetnost izgubljena do te mere, da zdravilo ni več učinkovito v 
klinični uporabi. Biološka odpornost vključuje naslednje mehanizme (slika 1) (9):  
a) inaktivacija zdravila vključuje proizvodnjo enega ali več encimov, ki razgradijo 
ali modificirajo samo zdravilo. To dosežejo s hidrolizo (β-laktamaze), skupinskim 
prenosom (transferaze) ali redoks mehanizmi (15);  
b) o spremembi tarčnega mesta govorimo, ko bakterije spremenijo prijemališče 
antibiotika (receptor), kar povzroči pomanjkanje vezavnih mest in s tem 
protibakterijskega učinka. Ta mehanizem vključuje spremembo peptidoglikanske 
strukture (sprememba strukture penicilin-vezočih proteinov (angl. penicillin-
binding proteins (PBPs))), spremembe ribosomov ter spremembe DNA-giraz in 
topoizomeraz (16);  
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c) delovanje (efflux) odtočnih črpalk in zunanje membrane. Odtočne črpalke so 
prisotne tako v G +, kot G - bakterijah. Sestavljene so iz membranskih proteinov, ki 
sodelujejo pri privzemu esencialnih hranil in ionov, izločanju presnovkov in 
škodljivih snovi ter komunikaciji celic z okoljem. S pomočjo omenjenih črpalk se v 
primeru vdora antibiotikov v celico, poveča izločanje slednjih. Na ta način se ne 
dosežejo takšne znotrajcelične koncentracije zdravila kot so potrebne za doseg 
protibakterijskega učinka. Zunanja membrana je prisotna samo v G - bakterijah. 
Mutacija genov, pomembnih pri nastajanju porinov, ima za posledico zmanjšan 
privzem hidrofilnih učinkovin in s tem tudi vnosa antibiotikov (17).  
1.4 BAKTERIJSKA CELIČNA STENA 
Celična stena je ključni strukturni element prokariontov in tako predstavlja idealno tarčo 
pri odkrivanju in razvoju novih antibiotikov. Predstavlja trdno in elastično ovojnico 
bakterijske celice. Glavno vlogo ima peptidoglikan, ki skrbi za vzdrževanje oblike celice in 
njeno zaščito pred osmotskim šokom. Poleg tega je celična stena odgovorna za ločevanje 
bakterije od okolice, s čimer zaščiti celico pred škodljivimi zunanjimi vplivi, obenem pa 
omogoča transport snovi in informacij, s čimer poveže bakterije z okolico. Pomembna je 
tudi pri metabolizmu, rasti in delitvi celic (18).  
Na osnovi posebne tehnike obarvanja, ki jo je uvedel danski bakteriolog Christian Ghram 
leta 1884, razdelimo bakterije na dve skupini, in sicer grampozitivne (G +) in 
gramnegativne (G -). Barvna reakcija je odvisna od zgradbe celične stene bakterij (19).  
1.4.1 GRAMPOZITIVNE BAKTERIJE 
Za G + bakterije je značilna debelejša, večplastna celična stena. Peptidoglikan predstavlja 
od 60 do 90 % celotne celične stene, preostanek pa drugi polimeri, kot so teihojska kislina, 
polisaharidi in peptidoglikolipidi (slika 2) (20). Izraz teihojska kislina zajema raznolike 
družine glikopolimerov prisotnih na celičnih površinah, ki vsebujejo fosfodiester-vezane 
poliolne ponavljajoče se enote. Razdelimo jih lahko v dve kategoriji: lipoteihojske kisline 
(LTA), ki so preko glikolipida zasidrane v bakterijsko membrano in stenske teihojske 
kisline (WTA (angl. wall teichoic acids)), ki so kovalentno vezane na peptidoglikan.  
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Slika 2: Struktura celične stene grampozitivnih bakterij. Slika povzeta po (21). 
Stenske teihojske kisline so zgrajene iz ribitol fosfata, glicerol fosfata ali kompleksnejših 
sladkorjev s polimeri, ki polimerizirajo na predhodniku undekaprenilfosfata v citoplazmi in 
se prenesejo čez membrano, še preden se kovalentno povežejo s peptidoglikanom. 
Lipoteihojska kislina je zgrajena iz poliglicerolfosfatne verige. Za molekule teihojske 
kisline je značilno, da imajo na površini celične stene negativno nabito fosfatno skupino in 
na ta način omogočajo transport pozitivnih ionov v celico in obratno (21, 22). Za večino G 
+ bakterij velja, da nimajo periplazemskega prostora, temveč periplazmo, v kateri potekajo 
presnovni procesi in pritrjevanje peptidoglikana. Zato je periplazma del celične stene G + 
bakterij. Zaradi odsotnosti zunanje membrane (angl. outer membrane), ki je najdemo pri G 
- negativnih bakterijah, je celična stena G + bakterij veliko bolj prepustna (3, 20).  
1.4.2 GRAMNEGATIVNE BAKTERIJE 
Stena G - bakterij je tanjša in kompleksnejša v primerjavi s steno G + bakterij. Zgrajena je 
iz zunanje membrane (angl. outer membrane), periplazemskega prostora in citoplazemske 
membrane (slika 3). Za zunanjo membrano je značilen asimetrični dvosloj. Zgrajena je iz 
lipoproteinov, lipopolisaharidov in proteinov. Za večino G - bakterij velja, da je zunanja 
membranska struktura nekovalentno zasidrana na molekule lipoproteina (Braunov 
lipoprotein), te pa so kovalentno povezane s peptidoglikanom. Lipopolisaharidi se 
nahajajo na površini zunanje membrane (20). Endotoksin je lipopolisaharid, sestavljen iz 
treh enot: lipid A, oligosaharidna sredica (notranje in zunanje) in O-specifična 
polisaharidna veriga. Lipid A je odgovoren za izkazovanje toksičnih učinkov, medem ko  
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O-specifična polisaharidna veriga predstavlja somatski antigen, ki se uporablja za 
serotipizacijo G - celic. Endotoksin se v večji količini izloča s celično smrtjo, v manjših 
količinah pa tudi med rastjo in delitvijo (23, 24).  
Slika 3: Struktura celične stene gramnegativnih bakterij. 
Specializirani proteinski kanali - porini so odgovorni za permeabilnost zunanje membrane, 
in tako omejujejo prehod hidrofilnih molekul čez zunanjo membransko pregrado na tiste z 
molekulsko maso manjšo od 600 do 700. Obstajajo pa tudi hidrofobne poti, ki so delno 
odgovorne za diferencialno penetracijo in učinkovitost nekaterih β-laktamskih 
antibiotikov. Določeni membranski proteini sodelujejo pri specifičnem vnosu presnovkov 
(maltoza, vitamin B12, nukleozidi) in železa iz medija. Zunanje membrane tako 
zagotavljajo selektivno oviro za zunanje molekule in s tem preprečujejo izgubo 
hidrolitičnih encimov (nukleaze, alkalna fosfataza), ki jih najdemo v periplazemskem 
prostoru (20). Zunanja površina citoplazemske membrane in notranja površina zunanje 
membrane sta ločeni s širokim periplazemskem prostorom, napolnjenim s periplazmo. V 
tem prostoru ni prisoten le peptidoglikan (tvori od 10 do 20 % celične stene), temveč tudi 
prebavni encimi in transportni proteini, ki uničujejo potencialno škodljive snovi oziroma 




Peptidoglikan (murein) je glavna komponenta celične stene bakterij, ki je nepogrešljiva pri 
vzdrževanju togosti in preživetju bakterij v hipotoničnem okolju Zato so učinkovine, ki 
posegajo v sintezo peptidoglikana učinkovita protibakterijska sredstva. Poleg tega je za 
peptidoglikan značilno, da je prisoten samo v prokariontskih celicah, kar pomeni 
optimalno selektivno ciljanje mikrobnih vitalnih poti. Peptidoglikan je po zgradbi 
heteropolimer, sestavljen iz linearnih glikanskih verig, ki so med seboj povezane s kratkimi 
peptidi (25). Glikanska veriga je sestavljena iz ponavljajočih se enot dveh sladkorjev, in 
sicer N-acetilglukozamin (GlcNAc) in N-acetilMurAminska kislina (MurNAc), ki sta 
med seboj povezana z β-1,4 glikozidno vezjo. Peptidni del, ki je največkrat sestavljen iz L-
alanina, D-glutaminske kisline, mezo-diaminopimelinske kisline (m-A2pm) ali L-Lizina, 
D-alanin-D-alanina (zadnji ostanek D-Alanin se v zreli makromolekuli odstrani) je pritrjen 
na D-laktoilno skupino v MurNAc, pri čemer zamreževanje glikanske verige steče s tvorbo 
amidne vezi. Ta nastane med karboksilno skupino D-Alanina na položaju 4 in amino 
skupino diaminopimelinske kisline na položaju 3, bodisi neposredno (večina G - bakterij) 
bodisi posredno preko interpeptidnega mostu (večina G + bakterij) (26–28).  
1.6 SINTEZA PEPTIDOGLIKANA 
Celotna sinteza peptidoglikana je sestavljena iz približno dvajsetih reakcij (slika 4). Glede 
na mesto poteka reakcij jih lahko razdelimo v tri ločene stopnje. Stopnja I poteka v 
citoplazmi in vključuje tvorbo nukleotidnih perkurzorjev oziroma končnega intermediata 
UDP-MurNAc-pentapeptida. Stopnja II poteka na notranjem delu citoplazemske 
membrane in vključuje nastanek lipidnih intermediatov ter njihov prenos preko 
citoplazemske membrane. Stopnja III poteka na zunanjem delu membrane in vključuje 
serijo transglikozilacijskih in transpeptdnih korakov (4, 28). Encimi, ki so vključeni v 
sintezo peptidoglikana, spadajo med najpomembnejše tarče pri odkrivanju novih 
protibakterijskih učinkovin. Ti encimi vključujejo MurA, MurB, MurC, MurD, MurE, 
MurF, MurG, MraY ter transglikozilaze in transpeptidaze. Zaviranje kateregakoli izmed 
naštetih esencialnih encimov vodi v izgubo celične oblike in celovitosti, čemur sledi 
bakterijska smrt (29).  
9 
 
Slika 4: Shematični prikaz sintezne poti peptidoglikana. Slika povzeta po (4). 
I. Sinteza UDP-GlcNAc je sestavljena iz štirih korakov. V prvem koraku 
amidotransferaza (GlmS) katalizira pretvorbo začetnega substrata fruktoze-6-fosfat 
v glukozamin-6-fosfat z uporabo glutamina kot vir dušika. V drugem koraku se 
glukozamin-6-fosfat s pomočjo fosfoglukozamin mutaze (GlmM) pretvori v 
glukozamin-1-fosfat. Temu sledita tretji in četrti korak z vključenim 
dvofunkcijskim encimom (GlmU), ki katalizira acetilacijo glukozamin-1-fosfata ter 
uridilacijo N-acetilglukozamin-1-fosfata, s čimer dobimo UDP-GlcNAc (uridin-
difosfat-N-acetilglukozamin) (4, 30). V sintezo UDP-MurNAc pentapeptidnega 
perkurzorja peptidoglikana so vključeni encimi Mur, ki jih razdelimo v tri skupine: 
transferaze (MurA), oksidoreduktaze (MurB) in ligaze (MurC, MurD, MurE in 
MurF). MurA in MurB katalizirajo pretvorbo UDP-GlcNAc v UDP-MurNAc 
(uridin-difosfat-N-acetilMurAminska kislina). Na D-laktoilno skupino UDP-
MurNAc od ATP odvisne ligaze zaporedoma dodajajo L-alanin (MurC), D-
glutaminsko kislino (MurD), mezo-diaminopimelinsko kislino ali L-lizin (MurE) 
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ter dipeptid D-Alanin-D-Alanin (MurF), pri čemer nastane eden izmed glavnih 
gradnikov peptidoglikana UDP-MurNAc-pentapeptid (UDP-MurNAc-L-Ala-D-
Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala). 
II. Končna intermediata stopnje I, UDP-GlcNAc in UDP-MurNAc-pentapeptid, 
vstopita v membransko fazo peptidoglikanske biosinteze (4). UDP-MurNAc-
pentapeptid se tako prenese v plazemsko membrano, kjer membranska translokaza 
(MraY (fosfo-MurNAc-pentapeptid translokaza)) katalizira nadomestitev UDP z 
lipidnim nosilcem undekaprenilpirofosfatom, pri čemer nastane lipid I. Temu sledi 
vezava N-acetilglukozamina na lipid I, ki ga katalizira membranska 
glikoziltransferaza (MurG (N-acetilglukozamin transferaza)), pri čemer nastane 
glavni produkt znotrajceličnega dela sinteze peptidoglikana, lipid II.  
III. Le-ta se nato dokončno prenese v zunanji del celične membrane z domnevnim 
encimom flipaza. Sledi polimerizacija lipida II z encimi glikoziltransferaz in 
transpeptidaz, pri čemer nastane močno premrežen peptidoglikan (31). 
1.7 ENCIM MurA 
Da bi katerakoli molekula lahko delovala kot tarča zdravila, je nujno, da inaktivacija ali 
odsotnost tarče povzroči celično smrt. Znano je, da izbris ali inaktivacija gena MurA v 
določenih bakterijskih organizmih (npr. Escherichia coli in Staphylococcus aureus) zaradi 
izgube celovitosti celice in povečane ranljivosti do osmotske lize povzroči njihovo smrt. 
Poleg tega je encim dobro ohranjen v bakterijskem svetu in nima človeškega homologa, 
zato predstavlja dragocen cilj pri odkrivanju protibakterijskih zdravil. MurA je ohranjen 
tako v G + kot tudi v G - bakterijah, s tem, da imajo G - bakterije eno kopijo gena MurA 
(MurA), G + pa dve kopiji (MurA in MurZ) (32).  
MurA katalizira prvi korak v biosintezi peptidoglikana, v katerem prenese enolpiruvilno 
skupino fosfoenolpiruvata (PEP) na 3-OH skupino UDP-N-acetilglukozamina (UNAG). 




Slika 5: Adicijsko-eliminacijski mehanizem delovanja encima MurA. V reakciji najprej 
pride do protoniranja PEP in deprotoniranja 3'-hidroksi skupine UNAG, čemur sledi 
nukleofilna adicija na oksokarbenijev ion PEP skupine in nastanek tetraedrske 
konfiguracije. Iz tetraedričnega adukta se sprosti anorganski fosfat, kar sproži nastanek 
enolpiruvil-UDP-N-acetilglukozamina (EP-UNAG). Encim-B: in encim-AH predstavljata 
stranske verige MurA. Slika povzeta po (33). 
MurA je sestavljena iz ene same verige aminokislin, razdeljene na dve globularni domeni s 
podobnimi pregibi, ki vključujejo α-vijačnice in β-ploskve (slika 6). Prva domena šteje 
aminokislinske ostanke med 22 in 229, znotraj katerih se nahaja tudi katalitično mesto 
Cys115, medtem ko druga domena šteje aminokislinske ostanke med 1 in 21 ter 230 in 
419. Aktivno mesto leži med domenama (27).  
Slika 6: Odprta konformacija encima MurA z označenim aktivnim mestom in površinsko 
zanko. Slika povzeta po (34). 
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Po vezavi substratov, UDP-N-acetilglukozamina in fosfoenolpiruvata, sledi 
konformacijska sprememba, saj se domeni približata, pokrov površinske zanke, ki vsebuje 
katalitično pomemben ostanek Cys115 pa se zapre. Posledica tega je prehod encima iz 
odprte v zaprto obliko. Za površinsko zanko je značilna fleksibilnost, zaseda različne 
konformacije, ki so odvisne od prisotnosti ali odsotnosti ligandov. Zaključi se z dvema 
prolinskima '' tečajema '', za katera velja, da sta prisotna v skoraj vseh znanih sekvencah 
MurA (v E. coli na položajih 112 in 121 (slika 6)) (32, 34).  
1.8 FOSFOMICIN 
Najbolj znan zaviralec encima MurA je fosfomicin. Opredeljen je kot naravni 
širokospektralni baktericidni antibiotik, ki v svoji strukturi vsebuje epoksidni obroč. Je 
analog fosfoenolpiruvata (PEP), ki tvori kovalentno vez s sulfihdrilno skupino cisteinskega 
ostanka (Cys115) MurA in deluje kot ireverzibilni zaviralec. Časovno odvisna inhibicija je 
izboljšana v prisotnosti substrata UNAG, saj slednji sproži zapiranje prožne površinske 
zanke, tako da se tvori katalitsko aktiven „zaprt“ encim (34). Glavno pomanjkljivost 
fosfomicina opazimo pri določenih patogenih bakterijskih vrstah, kot sta Mycobacterium 
tuberculosis, Chlamydia trachomatis in Vibrio fischeri, pri katerih se cisteinski ostanek 
nadomesti z aspartatom (Cys115 → Asp), kar vodi v odpornost na fosfomicin, medtem ko 
se katalitična aktivnost ohrani (35). Fosfomicin se v obliki njegove trometamolijeve soli 
klinično uporablja predvsem pri zdravljenju nezapletenih okužb spodnjih sečil, ponekod 
tudi preventivno pred okužbami povezanimi s kirurškim ali diagnostičnim posegom na 








Cilj magistrske naloge bo analiza encima MurA s prosto dostopnimi bioinformacijskimi 
orodji. Poskusili bomo dokazati, da je encim MurA esencialen za rast, razvoj in preživetje 
večine bakterij. Z uporabo podatkovne baze UniProt bomo za naš encim preverili število 
sekvenc tako za patogene in nepatogene bakterije kot za ESKAPE in non-ESKAPE 
bakterije. Naredili bomo seznam najbolj pogostih patogenih bakterij, ki jih poznamo, in ga 
uporabljali v nadaljevanju magistrske naloge 
V naslednjem koraku bomo uporabljali program Jalview, s katerim bomo analizirali 
večkratno poravnavo zaporedja encima MurA v omenjenih patogenih bakterijah in iskali 
evolucijsko ohranjene aminokislinske ostanke. Poleg omenjenega programa bomo v namen 
iskanja evolucijsko ohranjenih aminokislin in njihove vizualizacije uporabljali 
računalniška orodja, kot so: Scorecons server, ConSurf, Chimera in PyMOL. Identifikacija 
ključnih aminokislin je pomembna za uspešno molekulsko sidranje spojin v aktivno mesto 
in razvoj aktivne spojine oziroma potencialne protimikrobne učinkovine.  
V naslednji fazi bomo v proteinski podatkovni bazi Protein Data Bank poiskali podatke o 
znanih tridimenzionalnih strukturah encima MurA. Te podatke bomo uporabljali pri 
izdelavi matrike RMSD, ki bo omogočala prikaz podatkov v obliki hierarhičnega drevesa. 
S pomočjo slednjega bomo z določenimi kriteriji izbrali spekter proteinskih kristalnih 
struktur in analizirali njihovo površino, s čimer bomo identificirali njihova vezavna 
mesta. To bomo dosegli s programom FTMap. FTMap prav tako omogoča razporeditev 
aminokislin po številu interakcij, in na ta način močno prispeva k izbiri aminokislin, ki 
igrajo osrednjo vlogo pri nadaljnjem razvoju potencialnih protimikrobnih učinkovin. 
Podatke o aktivnih mestih bomo združili s podatki o evolucijski ohranjenosti aminokislin 
in na ta način dobili informacijo o aminokislinah, ki imajo manjšo verjetnost mutacij. 
V zadnjem delu bomo v podatkovni bazi ChEMBL poiskali potencialne zaviralce encima 
in podatke o njihovi zaviralni aktivnosti. Nato bomo z uporabo njihovih SMILES kod v 
programu SwissADME ovrednotili njihove fizikalno-kemijske lastnosti, lipofilnost, 
topnost v vodi, farmakokinetiko, podobnost z učinkovinami ter farmacevtsko-kemijske 




3.1 Bioinformacijska orodja 
Bioinformatika je raziskovalna veda, ki združuje številna znanstvena področja, kot so 
računalništvo, statistika, matematika, molekularna biologija in genetika. Končni cilj 
bioinformatike je boljše razumevanje živega sistema in njegovega delovanja na 
molekularni ravni (37). 
3.1.1 DATABASE OF ESSENTIAL GENES (DEG) 
Podatkovna baza esencialnih genov (DEG) je namenjena ugotavljanju esencialnosti genov. 
Esencialni geni mikroorganizmov kodirajo biološke funkcije, ki so običajno pomembne za 
preživetje, zato so pogosto privlačna tarča pri razvoju protimikrobnih zdravil. Geni so 
lahko esencialni pri eni vrsti bakterij, medtem ko pri drugi ne ali pa pri določenih rastnih 
pogojih da, medtem ko pri drugih ne, kar nakazuje na to, da esencialnost ni lastna 
(intrizična) lastnost gena, temveč odvisna od genetskih in okoljskih dejavnikov (38). 
3.1.2 THE UNIVERSAL PROTEIN RESOURCE (UNIPROT) 
UniProt (The Universal Protein Resource) predstavlja dolgoletno zbirko podatkovnih baz, 
ki omogoča pregledovanje ogromne količine podatkov, osredotočenih na funkcionalnost in 
zaporedje proteinov. 
UniProt zbirka je sestavljena iz treh večjih baz: 
1. UniProt Knowledgebase (UniProt KB): predstavlja bazo označenih proteinskih 
sekvenc s točnimi, doslednimi in obsežnimi anotacijami. Zgrajena je iz dveh 
segmentov, in sicer UniProtKB/Swiss-Prot in UniProtKB/TrEMBL. Prvi vključuje 
več kot 560000 ročno anotiranih in preverjenih vnosov, medtem ko UniProtKB / 
TrEMBL vključuje več kot 195 milijonov avtomatiziranih in nepreverjenih vnosov. 
2. UniProt Reference (UniRef): baza je namenjena odstranjevanju odvečnih 
zaporedij, s čimer se doseže popolna prekritost zaporedja v treh različnih 
ločljivostih (UniRef100, UniRef 90 in UniRef 50). V ta namen se uporabljajo 
združena zaporedja pridobljena z UniProt KB in izbranimi zapisi UniParc. 
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3. UniProt Archive (UniParc): predstavlja obsežno neredundantno bazo prosto 
dostopnih proteinskih sekvenc (39). 
3.1.3 JALVIEW 
Jalview je prosto dostopen bioinformacijski program napisan v programskem jeziku Java. 
Omogoča branje datotek neposredno iz javnih bioloških podatkovnih zbirk in na ta način 
zagotavlja širok nabor analiz, kot so: večkratna poravnava zaporedij, napoved sekundarnih 
struktur in proteinskih motenj, analiza funkcionalnega mesta in analiza glavnih komponent 
(angl. principle component analysis (PCA)), izdelava filogenetskih dreves in vizualizacija 
3D struktur (40). 
3.1.4 PROTEIN DATA BANK (PDB) 
Baza proteinskih struktur (Research Collaboratory for Structural Bioinformatic Protein 
Data Bank (RCSB PDB)) je del svetovne baze proteinskih struktur (angl. Worldwide 
Protein Data Bank (wwPDB)). Svetovno bazo proteinskih struktur, poleg RCSB PDB, 
gradijo tudi druge članice, in sicer PDBe (Evropa), PDBj (Japonska) in BMRB (ZDA). 
Njena glavna vloga je vzdrževanje enotnega arhiva, ki vsebuje podatke o tridimenzionalnih 
strukturah beljakovin, nukleinskih kislinah in makromolekularnih strukturah, dokazanih s 
tehnikami rentgenske kristalografije, NMR ali elektronske mikroskopije. V ta namen 
članice delujejo kot centri za zbiranje, obdelavo in distribucijo podatkov PDB (41). 
3.1.5 FTMAP 
Ključni korak molekularnega modeliranja je identifikacija vezavnih regij, ki bistveno 
pripevajo k sproščeni energiji pri vezavi ligandov na protein. V ta namen uporabljamo 
računalniški program FTMap. Postopek je sestavljen iz petih korakov: 
1. uporaba majhnih organskih molekul oziroma prob različnih velikosti, oblike in 
polarnosti (etanol, izopropanol, izobutanol, aceton, acetaldehid, dimetil eter, 
cikloheksan, etan, acetonitril, sečnina, metilamin, fenol, benzaldehid, benzen, 
acetamid in N, N-dimetilformamid) ter njihova namestitev na goste translacijske 
in rotacijske mreže okoli površine proteina, pri čemer hiter Fourierjev 
transformacijski korelacijski pristop (FFT) poskrbi za učinkovito vzorčenje 
milijarde vzorčnih točk; 
2. iskanje najbolj ugodnega položaja za vsak tip probe; 
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3. združevanje prob v množice in njihovo razvrščanje na podlagi povprečne energije; 
4. določitev konsenznih mest (CS) oziroma regij, ki vežejo večje število probnih 
množic;  
5. določitev vezavnih mest, pri čemer glavno vezavno mesto predstavlja CS z 
največjim številom probnih množic, medtem ko ostali CS-ji predstavljajo 
sekundarna vezavna mesta (42). 
3.1.6 SCORECONS  
Scorecons je program, ki ovrednoti ohranjenost aminokislinskih ostankov. Glede na 
naloženo večkratno poravnavo zaporedij, Scorecons izračuna stopnjo spremenljivosti 
aminokislin v vsakem stolpcu poravnave (43). 
3.1.7 CONSURF 
Spletni strežnik ConSurf, je namenjen prepoznavanju regij pomembnih za strukturo in/ali 
delovanje proteina. Izhajajoč iz iskanega zaporedja, strežnik samodejno zbira homologna 
zaporedja in omogoča njihovo poravnavo. Večkratna poravnava zaporedij, skupaj z 
uporabo empirične Bayesian metode ali metode najvišje verjetnosti (angl. Maximum 
likelihood (ML)) omogoča izračun ocene evolucijske ohranjenosti aminokislinskih 
ostankov. Evolucijska ocena je razdeljena na devet razredov, od najmanj do najbolj 
ohranjenih aminokislinskih ostankov. Razredi pa so predstavljeni z barvno lestvico in 
tridimenzionalno proteinsko strukturo (44). 
3.1.8 UCSF CHIMERA 
Programska oprema UCSF Chimera razvita na Resource for Biocomputing, Visualization, 
and Informatics University of California San Francisco (UCSF) predstavlja grafični 
program, namenjen interaktivni vizualizaciji in analizi molekulskih struktur in z njimi 
povezanih podatkov, vključno z zemljevidi gostote, supramolekularnimi sklopi, 
poravnavami zaporedij, rezultati molekulskega sidranja, usmeritvami in konformacijskimi 
sklopi. V magistrski nalogi smo uporabljali namizno verzijo UCSF Chimera 1.14 (45). 
3.1.9 ORANGE DATA MINING 
Orange Data Mining predstavlja odprtokodni program, ki je namenjen strojnemu učenju in 
podatkovnemu rudarjenju. Temelji na uporabi programskega jezika Python ali grafičnega 
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vmesnika, in tako omogoča vrsto različnih podatkovnih in vizualizacijskih metod 
(upravljanje, predobdelava in vrednotenje podatkov, regresijski modeli, nenadzorovane 
analize itd). Uporaba vizualizacijskih metod omogoča grafični prikaz podatkov v obliki 
histogramov, toplotnih kart, hierarhičnih dreves, raztresenih grafikonov itd. (46). 
3.1.10 CHEMBL 
ChEMBL je prosto dostopna podatkovna baza, ki vsebuje informacije o jakosti vezave, 
funkciji in ADMET lastnostih zdravilom podobnih bioaktivnih spojin. Informacije so 
večinoma povzete iz člankov farmacevtsko-kemijskih revij, v manjšem delu pa so 
dopolnjene s podatki raziskav odobrenih zdravil ali kandidatov za klinični razvoj, kot so 
terapevtske indikacije in mehanizem delovanja. Podatke o bioaktivnosti črpajo tudi iz 
drugih podatkovnih baz, kot sta PubChem BioAssay in BindingDB (47). 
3.1.11 SWISSADME  
SwissADME je spletno orodje, ki deluje pod vodstvom Swiss Institute of Bioinformatics 
(SIB). Je alternativa eksperimentalnim raziskavam ADME. V ta namen uporablja hitre, 
enostavne in robustne molekulske deskriptorje, ki omogočajo napoved fizikalno-kemijskih 
lastnosti, lipofilnosti in topnosti v vodi, podobnosti z učinkovino, farmakokinetičnih 
lastnosti ter farmacevtsko-kemijskih lastnosti. SwissADME prav tako omogoča dostop do 
grafičnih klasifikacijskih modelov, kot sta BOILLED-Egg in Bioavailability Radar (48). 
3.2 Bioinformacijske analize 
3.2.1 Dokazovanje esencialnosti z uporabo baze DEG 
Pri dokazovanju esencialnosti gena MurA smo uporabljali bazo DEG, ki je dostopna na 
spletnem naslovu essentialgene.org. Pri iskanju podatkov smo upoštevali naslednje korake: 
Bacteria → Search → Gene name → MurA.  
3.2.2 Iskanje in pridobitev obstoječih zaporedij encima MurA s podatkovno bazo 
UniProt 
Pri izdelavi magistrske naloge smo si pomagali s podatkovno bazo UniProt KB, ki je 
dostopna na spletnem naslovu UniProt.org. Podatke za encim smo poiskali tako, da smo v 
iskalno okence vnesli izraz "MurA" in dobili 46688 zadetkov. Ker se podatkovna baza 
UniProt osredotoča na posamezne proteine in v svojo košarico lahko shrani največ 400 
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proteinov, je pregled takšne količine podatkov otežen in počasen. V izogib naštetim 
težavam smo pridobljene podatke prevzeli in jih nato selekcionirali s programom KNIME. 
Da smo dosegli čim večjo podatkovno razširjenost, smo pri shranjevanju upoštevali 
naslednje elemente: Names & Taxonomy, Sequences, Function, Miscellaneous, 
Interaction, Expression, Gene Ontology (GO), Chemical entities (ChEBI), Pathology & 
Biotech, Subcellular location, PTM / Processsing, Structure, Publications, Date of, Family 
& Domains, Taxonomic lineage in Taxonomic identifier. Podatke smo prevzeli v obliki csv 
oziroma tab-separated (podatke sicer lahko prevzamemo tudi v naslednjih oblikah: 
FASTA, Excel, XML, Text, GFF, RDF/XML in List). Na osnovi filtriranih podatkov smo 
preverjali število sekvenc patogenih in nepatogenih organizmov ter ESKAPE in non-
ESKAPE bakterij. Naredili smo seznam petinštiridesetih najpogostejših človeških 
patogenov in ga bomo uporabljali v nadaljevanju magistrske naloge. 
3.2.3 Večkratna poravnava zaporedij s programom Jalview 
Večkratna poravnava zaporedja (angl. multiple sequence alignment, MSA) je najverjetneje 
najbolj uporabno raziskovalno orodje v bioinformatiki, saj ima pomembno vlogo pri 
napovedi proteinskih struktur, funkcij in filogenetskih analiz. Gre za metodo poravnave 
treh ali več bioloških zaporedij (49). Med izdelavo magistrske naloge smo uporabljali 
namizno verzijo programskega paketa Jalview 2.0. S pomočjo omenjenega programa smo 
analizirali večkratno poravnavo zaporedja encima MurA v petinštiridesetih patogenih 
bakterijah. V prvem koraku smo v Jalview uvozili podatke v obliki txt. datoteke, v katero 
smo prekopirali FASTA zaporedje pridobljeno iz podatkovne baze UniProt (File → Input 
Alignment → from Textbox). V drugem koraku smo pobarvali poravnano zaporedje. 
Uporabili smo metodo odstotne identifikacije (PID), ki pobarva aminokislinske ostanke 
glede na njihov odstotek, ki je predstavljen v posameznem stolpcu konsenzne ocene (tabela 
I). 




DELEŽ UJEMANJA BARVA 
> 80 % Zmerno modra 
> 60 % Svetlo modra 
> 40 % Svetlo siva 
≤ 40 % Bela 
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3.2.4 Iskanje podatkov o znanih tridimenzionalnih strukturah encima MurA  
Za pridobitev podatkov smo uporabili prosto dostopno bazo proteinskih struktur (PDB), ki 
je na voljo na spletnem naslovu rcsb.org. Podatke smo pregledali, shranili v obliki datoteke 
csv in jih obdelali s programom KNIME.  
3.2.5 Identifikacija in napoved potencialnih vezavnih mest MurA s programom 
FTMap 
Z namenom identifikacije vezavnega mesta encima MurA, smo uporabili program FTMap, 
ki vzorči celotno površino proteina in išče območja, ki vežejo številne majhne organske 
molekule - probe. Program je prosto dostopen in je na voljo na spletnem naslovu 
FTMap.bu.edu. Po uspešni registraciji smo v program vnesli zahtevane podatke: zadeva, 
struktura proteina/DNA/RNA v obliki kode PDB in ime verige. PDB kode, ki smo jih 
uporabili, so bile naslednje: 6NKJ, 3ZH3, 3ZH4, 3SWG, 6WFM, 3R38, 4E7G, 4EII, 
1EJD, 5UJS, 5U4H. Te predstavljajo strukture proteina MurA iz različnih bakterij. 
Pridobljene so na osnovi hierarhičnega drevesa (slika 19), ki smo ga izdelali s pomočjo 
izračuna podobnosti med posameznimi encimi v programu PyMOL. Kot rezultat smo za 
vsak strukturni par dobili vrednosti RMSD, ki smo jih nato uporabili pri razvrščanju v 
skupke s programom Orange Data Mining. Ob tem smo iz vsakega skupka izbrali eno 
proteinsko strukturo (kodo PDB). Kriterija pri izbiri sta bila ločljivost in R-faktor. V 
primerih, ko smo imeli v enem skupku imeli tako odprto kot zaprto proteinsko strukturo 
MurA, smo pri analizi upoštevali obe. Po nekajurni analizi posameznih kod PDB po zgoraj 
naštetih korakih smo dobili rezultate, ki jih nato prenesemo iz spletnega strežnika in 
vključujejo pet različnih datotek:  
• datoteki PDB in PyMOL s tridimenzionalno strukturo encima MurA in 
reprezentativnimi probami, ki tvorijo probne množice in nato CS, pri čemer je struktura 
encima prikazana s "cartoon" modelom in probe z modelom paličic. Prav tako so 
prikazane koordinate konsenznih množic z modelom crosscluster.xxx.yyy.pdb“, kjer 
številka "xxx" ustreza razvrstitvi CS (000 je oznaka za najvišje uvrščeno probno 
množico), medtem ko število "yyy" pomeni število probnih množic v CS. CS-ji z 
najvišjo uvrstitvijo imajo največje število probnih množic. 




• graf z odstotkom ostalih interakcij med probami in ostanki aminokislin, izračunan z 
uporabo HBPlus. 
• datoteka s povzetkom prob, ki sestavljajo probne množice. 
Rezultate smo shranili in obdelali s programom KNIME. Filtrirane rezultate smo nato 
uporabili za izdelavo slik 13, 14, 15, 16, 17 (4.5), 20a, 20b  in tabele VI (4.7.3). 
3.2.6 Iskanje evolucijsko ohranjenih aminokislin  
Proteini ne nastajajo de novo, ampak kot posledica evolucije obstoječih proteinov. Protein 
je zgrajen iz aminokislin, ki tvorijo linearno zaporedje in s tem njegovo primarno 
strukturo. Skozi čas so se aminokislinska zaporedja naključno spreminjala, nekatera izmed 
njih so se ohranila in danes predstavljajo skupnega prednika različnih bioloških vrst. 
Ohranjeni aminokislinski ostanki so običajno tisti, ki imajo ključne funkcijske ali 
strukturne vloge. Primer je aktivno mesto encima, saj je odgovorno za katalitično funkcijo. 
Za ostale oziroma manj pomembne dele zaporedja velja, da so slabše ohranjeni oziroma 
pogosteje mutirajo.  
Stopnja ohranjenosti poravnanih zaporedij razkriva evolucijsko podobnost različnih 
zaporedij. V primeru, ko poravnava zaporedij razkrije znatno podobnost med skupinami 
zaporedij, lahko rečemo, da pripadajo isti družini. Kadar za enega člana družine poznamo 
informacije o strukturi in funkciji, se te na osnovi homologije prenesejo na ostale, še 
neidentificirane člane. Razlike med poravnanimi sekvencami pa odražajo spremembe 
tekom evolucije. Za te so odgovorne substitucije, ki nakazujejo na neujemanja (zamenjava 
ene aminokisline z drugo) ter insercije in delecije, ki nakazujejo na prisotnost praznin 
(vključek ali izbris ene ali več aminokislin) v poravnavi (37). 
3.2.6.1 Iskanje evolucijsko ohranjenih aminokislin s programom Scorcons 
V programu Scorecons smo določali evolucijsko ohranjenost aminokislin MurA v 
petinštiridesetih najpogostejših patogenih bakterijah. Prvi korak je pridobitev večkratne 
poravnave zaporedij, kar smo dosegli z uporabo podatkovne baze UniProt KB. Vsebino 
prileganj smo nato preoblikovali v FASTA obliko in izvozili v Scorecons napovednik. 
Oceno ohranjenosti smo izračunali za vse položaje aminokislin v danem zaporedju (angl. 
all positions), pri čemer smo kot metodo ocenjevanja izbrali entropijo z 21-imi vrstami 
aminokislin (angl. entropy with 21 types), ki upošteva dvajset standardnih aminokislin 
plus eno praznino. V nadaljevanju smo izbrali modificiran PET91 substitucijski (angl. 
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modified pairwise exchange table 91) in linearni transformacijski model matrike. Za 
doseganje optimalne poravnave smo upoštevali praznine (angl. gaps), ki nastanejo takrat, 
ko aminokislinski ostanek enega zaporedja nima svojega para v drugem zaporedju 
(insercije in delecije). Upoštevali smo "gap penality", ki prepreči neustrezno poravnavo 
zaporedij. Nadomeščanje praznin smo omejili na 0, raznolikost na 1, fizikalno-kemijske 
lastnosti na 0,5 in praznine na 3. Kot oporno točko smo izbrali bakterijo E. coli (sev K-12) 
in z njo primerjali zaporedja preostalih štirinštiridesetih bakterij (43). 
3.2.6.2 Iskanje ohranjenih aminokislin s programom ConSurf 
S pomočjo spletnega orodja ConSurf (ConSurf.tau.ac.il) smo identificirali ohranjene 
aminokislinske ostanke encima MurA, ki se nahajajo v E. coli (sev K-12) in 
petinštiridesetih bakterijah. Postopek identifikacije aminokislin iz E. coli (sev K-12) je 
sestavljen iz štirih korakov: 
1. PRIDOBIVANJE VHODNIH PODATKOV: V prvem koraku smo izvedli 
analizo aminokislinskega zaporedja encima in pri tem uporabili štirimestno kodo 
PDB (3KR6), ki predstavlja minimalno zahtevo za analizo. Z uporabo vhodnega 
podatka v obliki tridimenzionalne strukture proteina, ConSurf samodejno pridobi 
aminokislinsko zaporedje iz datoteke PDB.  
2. ZBIRANJE HOMOLOGOV: Na tej stopnji smo poiskali homologna zaporedja v 
proteinski bazi clean-port (zanesljivejša različica UniProt-a) in uporabili algoritem 
HMMER z E-vrednostjo 0,0001. Temu je sledila filtracija homologov z uporabo 
naslednjih parametrov:  
a) število homologov, ki jih je potrebno zbrati, je 150;  
b) maksimalni odstotek podobnosti z iskanim zaporedjem je 95, vse, kar je nad 
to mejo, se z namenom zmanjšanja napake zaradi podobnosti z vzorcem 
izloči; 
c) minimalni odstotek podobnosti z iskanim zaporedjem je 35, vse, kar je pod 
to mejo, se izloči.  
Izbrana zaporedja smo nato računsko poravnali z uporabo MAFFT-L-INS-i 
metode. Večkratna poravna zaporedij (angl. Multiple Sequence Alignment (MSA)) 




3. OCENA EVOLUCIJSKE OHRANJEOSTI: V tretjem koraku smo ocenili 
ohranjenost aminokislinskih položajev. To smo dosegli z implementacijo algoritma 
Rate4site, na podlagi substitucijskega modela in filogenetskega drevesa ter uporabe 
Bayesian metode. ConSurf pri izbiri substitucijskega modela samodejno izbere tisti 
model, ki najboljše opiše aminokislinsko zaporedje in za izgradnjo filogenetskega 
drevesa uporabi algoritem Neighbour Joining.   
4. VREDNOTENJE REZULTATOV: Po nekaj minutni analizi dobimo rezultate, ki 
so dostopni na spletni strani programa ConSurf. Ocena evolucijske ohranjenosti je 
razdeljena v devet razredov, pri čemer razred 1 predstavlja najbolj variabilne 
položaje aminokislin, razred 5 vmesno ohranjenost in 9 najbolj ohranjene položaje 
aminokislin. Razredi so nato prevedeni v devet barv, razredi oziroma barve pa v 
tridimenzionalno strukturo encima (NGL viewer, JMOL ali FirstGlance), MSA in 
iskano zaporedje. 
Rezultate smo nato z namenom pridobitve višje ločljivosti tridimenzionalne strukture 
proteina obdelali z vizualizacijskim programom Chimera (možna je tudi uporaba PyMOL-
a). Postopek identifikacije ohranjenih aminokislin encima MurA v petinštiridesetih 
bakterijah se je nekoliko razlikoval od zgoraj opisanega postopka. V tem primeru smo 
izvedli analizo aminokislin z neznano strukturo in zato naložili txt. datoteko, ki vsebuje 
večkratno poravnavo zaporedij aminokislin v petinštiridesetih bakterijah. V naslednjem 
koraku smo poimenovali primarno zaporedje, ki ga v našem primeru predstavlja E. coli in 
posodobili izbor. Temu sta sledila koraka 3 (ocena evolucijske ohranjenosti) in 4 
(vrednotenje rezultatov) (44). 
3.2.7 Vizualizacijske metode  
3.2.7.1 Tridimenzionalni prikaz encima MurA z uporabo programa Chimera 
S programom ConSurf smo ocenjevali evolucijsko ohranjenost aminokislinskih ostankov v 
različnih bakterijah in pridobljene rezultate nato uporabili za prikaz tridimenzionalne 
strukture MurA s programom Chimera. V Chimero smo naložili dve datoteki: datoteko 
PDB, opremljeno s podatki o zaporedju encima in datoteko z lestvico ohranjenosti. Sledila 
je uporaba "sequence" orodja, s pomočjo katerega smo s fluorescentno zeleno barvo 
poudarili tiste aminokisline, ki v programu ConSurf predstavljajo 100-% ohranjenost. Z 




3.2.7.2 Izdelava hierarhičnega drevesa z uporabo programa Orange Data Mining 
Kristalnim strukturam encima MurA pridobljenim iz Protein Data Bank (PDB) (tabela VII) 
smo izračunali vrednosti RMSD. V ta namen smo uporabili program PyMOL, v katerega 
smo s pomočjo programskega jezika Python naložili zgoraj omenjene proteinske strukture. 
Rezultat slednjega je prikaz triinpetdesetih tridimenzionalnih struktur encima MurA, kjer 
je vsaka struktura označena z drugo barvo. V naslednji stopnji smo iz struktur odstranili 
vse verige razen verige A ter zagnali skripto align_all_to_all.py, ki je napisana v Pythonu. 
Kot končni rezultat smo dobili matriko vrednosti RMSD vseh kristalnih struktur in jo 
shranili v xlsx datoteko.  
 
Slika 7: Prikaz delovanja programa Orange Data Mining. 
V naslednjem koraku smo obdelali in vizualizirali matriko RMSD. V ta namen smo 
uporabili spletno orodje Orange Data Mining, ki je na voljo na spletnem naslovu 
orange.biolab.si. Shranjeno matriko RMSD smo naložili v program in obdelane podatke 
prikazali v obliki hierarhičnega drevesa (slika 19). Pri izdelavi hierarhičnega drevesa smo 
pred pričetkom hierarhičnega združevanja podatkov v skupine, izmerili razdalje med 
vrsticami, pri čemer smo pri izračunu metrične razdalje uporabili metodo Eucaliden. V 
naslednjem koraku smo podatke združili v skupine (slika 7). Tukaj smo izračunali razdalje 
med skupinami in pri tem uporabili povprečno povezavo (angl. average linkage), ki pri 
24 
 
izračunu upošteva povprečno razdaljo elementov med dvema skupinama, poimenovali 
vozlišča ter razdelili encime v deset skupin. 
3.2.7.3 Vizualizacija ohranjenih aminokislin in potencialnih tarč v encimu MurA z 
uporabo programa PyMOL 
V namen pridobivanja podatkov, potrebnih za vizualizacijo evolucijsko ohranjenih 
aminokislin in aminokislin z visokim odstotkom vodikovih interakcij, smo uporabili dva 
računalniška programa, in sicer Jalview/ConSurf in FTMap. S prvim programom smo 
preverjali evolucijsko ohranjenost aminokislin MurA v petinštiridesetih bakterijah. Z 
drugim programom smo vzorčili površino encima MurA z uporabo majhnih organskih 
molekul oziroma prob z namenom identifikacije in napovedi potencialnih tarčnih mest 
zaviralcev MurA. Aminokisline pridobljene tako z Jalview/ConSurf kot tudi s FTMap 
(tabela VI) smo označili v PyMOL aminokislinskem zaporedju in jih prikazali v obliki 
paličic. S presekom le-teh pa smo dobili končni rezultat - deset prekrivajočih se 
aminokislin (slika 8 in 20c).  
Slika 8: Tridimenzionalni prikaz encima MurA in aktivnega mesta s fosfomicinom. Z 
modelom "cartoon" s sivo barvo so prikazane aminokisline, ki ne spadajo v skupino 
izluščenih aminokislin s programoma FTMap, Jalview/ConSurf ali njihovih presečnih 
aminokislin (tabela VI). Z modrimi paličicami so prikazane aminokisline z najvišjim 
številom vodikovih interakcij, z rdečimi presečne aminokisline in z zelenimi aminokisline z 
najvišjim odstotkom evolucijske ohranjenosti. Substrat UNAG in kovalentno vezan 
fosfomicin, sta prikazana s črnimi paličicami. Slika je izdelana s programom PyMOL. 
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3.2.8 Iskanje zaviralcev MurA s programom ChEMBL 
Podatke o zaviralcih encima MurA smo poiskali v podatkovni bazi ChEMBL, ki je 
dostopna na spletni strani ebi.ac.uk/chembl. Za iskanje informacij znotraj podatkovne baze 
se lahko poslužujemo sledečih načinov: BLAST (angl. Basic Local Alignment Search 
Tool) iskanje proteinskega zaporedja, uporaba SMILES kod, risanje struktur in nadstruktur 
(ChemAxon’s Marwin JS), vnos ChEMBL ID ali vnos ključne besede, ki se pojavlja v eni 
izmed štirih kategorij (compounds, targets, assays in documents). V našem primeru smo v 
iskalno vrstico, ki je umeščena na vrhu spletne strani, vnesli izraz "MurA". Dobili smo 
podatke, razvrščene v štiri kategorije: compounds, targets, assays in documents (slika 9). 
Vsaka izmed omenjenih kategorij ima na voljo svojo kartico poročil (angl. report card), 
kjer so shranjeni njihovi podrobnejši podatki, vključno s sklicevanjem podatkov na druge 
vire in grafičnimi gradniki, ki povzamejo in zagotavljajo dostop do biološke aktivnosti. Za 
vrednotenje rezultatov smo izbrali kategorijo "targets", znotraj katere smo preučevali 
"target report cards" in nato še biološko aktivnost zaviralcev. Rezultate smo shranili v 
obliki datoteke csv in jih obdelali s programom KNIME.  






3.2.9 Iskanje fizikalno-kemijskih lastnosti s programom SwissADME 
Vhodne podatke o strukturi lahko vnašamo na dva načina, bodisi s seznamom SMILES 
kod (OpenBable) bodisi z neposrednim risanjem 2D strukture (ChemAxon’s Marvin JS). 
Za vnos vhodnih podatkov o osemindvajsetih zaviralcih MurA smo uporabili prvi način. S 
klikom "run" so se v spodnjem delu spletne strani izpisali rezultati (slika 10). Pridobljene 
rezultate smo shranili v obliki datoteke csv in jih nato izvozili ter obdelali v programu 
KNIME. 
Slika 10: Prikaz spletnega orodja SwissADME. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Dokaz esencialnosti z podatkovno bazo DEG 
V podatkovni bazi esencialnih genov smo ugotavljali esencialnost gena MurA. Pridobljene 
rezultate smo pregledali, preverili, ali so v skladu z literaturo in jih nato vnesli v tabelo II, 
ki vsebuje naslednje elemente: pristopna osemmestna številka zaporedja (DEG ID), 
organizem, iz katerega izhaja encim ter podatki o literaturi. Esencialnost gena MurA smo 
dokazali v enaindvajsetih različnih organizmih, medtem ko za ostale organizme ni 
podatkov. Esencialnost je dokazana v dveh od šestih ESKAPE bakterijskih patogenih 
(Staphylococcus aureus in Pseudomonas aeruginosa). Glede na število organizmov, pri 
katerih je dokazana esencialnost encima, sklepamo, da je tudi pri večini ostalih bakterij 


















Tabela II: Dokaz esencialnosti MurA v različnih organizmih. 
Šta DEG ID Organizem 
1(50) DEG10010252 Bacillus subtilis 168b 
2(51) DEG10020231 Staphylococcus aureus N315 
3(52) DEG10080106 Helicobacter pylori 26695c 
4(53) DEG10100209 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
5(54) DEG10120111 Francisella novicida U112 
6(55) DEG10130110 Acinetobacter baylyi ADP1 
7(56) DEG10160232 Salmonella enterica serovar Typhi 
8(57) DEG10190189 Escherichia coli MG1655 II 
9(58) DEG10250246 Mycobacterium tuberculosis H37Rv II 
10(59) DEG10270240 Mycobacterium tuberculosis H37Rv III 
11(60) DEG10290344 Shewanella oneidensis MR-1 
12(61) DEG10320254 Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344 
13(62) DEG10330235 Salmonella enterica serovar Typhi Ty2 
14(63) DEG10360236 Pseudomonas aeruginosa PAO1 
15(64) DEG10450045 NC_003062 
16(65) DEG10480219 Escherichia coli ST131 sev EC958 
17(66) DEG10500129 Campylobacter jejuni subsp. jejuni 81-176 
18(67) DEG10510384 Pseudomonas aeruginosa PAO1 
19(68) DEG10520360 Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU S4 celoten 
gen 
20(69) DEG10560803 Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 
21(70) DEG10600364 Providencia stuartii sev BE2467 
a Zaporedna številka in referenca, b MurAA, c MurZ/MurA 
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4.2 Analiza obstoječih zaporedij encima MurA pridobljenih s pomočjo 
podatkovne zbirke UniProt 
V podatkovni zbirki UniProt smo za naš encim preverili število sekvenc za patogene in 
nepatogene bakterije. Kot rezultat smo dobili 2591 patogenih in 32172 nepatogenih 
sekvenc (slika 11a). V nadaljevanju smo se osredotočili na patogene sekvence. Med 
slednjimi je največ gramnegativnih bakterij, in sicer 66,5 %, sledijo grampozitivne 
bakterije z 32,6 % in na koncu še netipične bakterije z 0,9 %. Na osnovi petinštirideset 
najbolj pogostih patogenih bakterij in njihovih sekvenc v zbirki UniProt, smo oblikovali 
tabelo III. 
Tabela III: Število sekvenc v petinštiridesetih patogenih bakterijah za encim MurA. 
IME BAKTERIJE ŠT.a 
Helicobacter pylori 661 
Salmonella enterica 412 
Bacillus cereus 257 
Escherichia coli 222 
Campylobacter jejuni 139 
Enterococcus faecalis 92 
Listeria monocytogenes 88 
Streptococcus pneumoniae 83 
Clostridium botulinum 75 
Staphylococcus aureus 74 
Enterococcus faecium 67 
Klebsiella pneumoniae 48 
Acinetobacter baumannii 39 
Streptococcus pyogenes 35 
Haemophilus influenzae 27 
Clostridium perfringens 26 
Enterobacter cloacae 23 
Neisseria meningitidis 22 
Vibrio cholerae 20 
Staphylococcus epidermidis 18 
Mycobacterium tuberculosis 17 
Pseudomonas aeruginosa 17 
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Bacillus anthracis 14 
Legionella pneumophila 13 
Burkholderia cepacia 10 
Yersinia pestis 9 
Shigella dysenteriae 8 
Yersinia enterocolitica 8 
Brucella abortus 7 
Yersinia pseudotuberculosis 7 
Clostridium tetani 6 
Salmonella paratyphi 6 
Bordetella pertussis 5 
Burkholderia mallei 5 
Neisseria gonorrhoeae 5 
Corynebacterium ulcerans 4 
Bartonella quintana 3 
Corynebacterium diphtheriae 3 
Corynebacterium pseudotuberculosis 3 
Mycobacterium leprae 3 
Shigella sonnei 3 
Francisella tularensis 2 
Rickettsia prowazekii 2 
Salmonella typhi 2 
Rickettsia typhi 1 
a število sekvenc v podatkovni zbirki UniProt  
Enako smo naredili za ESKAPE in non-ESKAPE bakterije. Med 34172 patogenimi in 
nepatogenimi sekvencami je 322 (1 %) ESKAPE bakterij in 34441 (99 %) non-ESKAPE 
bakterij. Ugotovili smo, da se MurA med ESKAPE bakterijami največkrat pojavlja v 
skupini Enterobacter sp., sledi Staphylococcus aereus, Enterococcus faecium, Klebsiella 





Slika 11: a) Odstotek sekvenc za patogene in nepatogene bakterije in b) število sekvenc za 
ESKAPE bakterije. Podatki pridobljeni iz podatkovne baze UniProt. 
4.3 Določanje večkratne poravnave zaporedij s programom Jalview 
Pri urejanju in vrednotenju rezultatov pridobljenih z Jalview smo uporabljali sklop, ki je 
namenjen poravnavi zaporedij (angl. alignment window). Le-ta je razdeljen na tri segmente 
(slika 12). Na skrajno levi strani imamo prvi segment, namenjen identifikaciji 
uporabljenega zaporedja (imena petinštiridesetih bakterij), na desni strani imamo drugi 
oziroma ključni segment, namenjen večkratni poravnavi zaporedja in v skrajno spodnjem 
delu strani imamo tretji segment, ki prikazuje tri dinamične anotacije:  
1. ocena evolucijske ohranjenosti aminokislin (predstavlja numerični indeks 
ohranjenosti z vrednotenjem fizikalno-kemijskih lastnosti za vsak stolpec, pri 
čemer je najvišja ocena 11 označena z "*"), 
2. kvalitativna ocena (ocena verjetnosti mutacije aminokisline) in  
3. konsenz ocena (odraža odstotek različnih aminokislinskih ostankov v stolpcu). 
Anotacije prikazujejo dodatne informacije. Prikazane so v obliki kvantitativnih 
histogramov in delujejo skladno s stolpci poravnave. Končne rezultate smo uporabili v 



















Slika 12: Večkratna poravnava zaporedja encima MurA v programu Jalview. 
4.4 Iskanje podatkov o znanih tridimenzionalnih strukturah encima MurA  
Tabela VII (priloga) vsebuje podatke o znanih tridimenzionalnih strukturah encima MurA, 
pridobljenih iz različnih bakterij. V tabeli VII so predstavljene ID oznake encima, izvor 
organizma, struktura liganda, ločljivost, ID verige in časovni podatki o objavi. ID oznaka 
3KR6 predstavlja encim MurA, ki izvira iz E. coli K-12 in predstavlja oporno točko v 
uporabljenih metodah. Podatke, pridobljene iz PDB smo uporabili pri analiziranju z 
različnimi računalniškimi programi, kot so: ConSurf, Orange Data Mining in PyMOL. 
Poleg tega je tabela v pomoč vsem raziskovalcem, ki bodo poskušali načrtovati nove 
zaviralce MurA. 
4.5 Analiza encima MurA s programom FTMap 
Podatke pridobljene s programom FTMap smo ponazorili s štirimi grafi (slika 13, 14, 15 in 
16) in eno sliko (slika 17). Položaj aminokislin na grafih ustreza encimu MurA s PDB 
kodo 3KR6. Grafa predstavljena na slikah 13 in 14 prikazujeta tiste aminokisline, ki so na 
zanki encima (112-121) in njihov odstotek vodikovih ali hidrofobnih interakcij v treh 
encimih MurA z zaprto (3R38, 3SWG, 6NKJ) in dveh z odprto obliko (3ZH3, 4EII). 
Položaj aminokislin je razvrščen po variabilnosti in narašča od leve proti desni. Relativna 
standardna deviacija je izračunana na podlagi odstotkov vodikovih ali hidrofobnih 
interakcij v omenjenih encimih. Za oba grafa velja, da imata aminokislini na položaju 112 
in 120 najmanjšo variabilnost, pri čemer ima aminokislina na 120. položaju tudi najvišji 
odstotek vodikovih in hidrofobnih interakcij. S stališča načrtovanja novih zaviralcev je 
pomembno, da izberemo tiste aminokisline, ki imajo čim več interakcij s probami in čim 




Slika 13: Prikaz aminokislin na zanki encima MurA (PDB koda 3KR6) in odstotka 
vodikovih interakcij v encimih s PDB kodo: 3R38, 3SWG, 6NKJ, 3ZH3 in 4EII. 
Variabilnost narašča od leve proti desni. 
 
Slika 14: Prikaz aminokislin na zanki encima MurA (PDB koda 3KR6) in odstotka 
hidrofobnih interakcij v encimih s PDB kodo: 3R38, 3SWG, 6NKJ, 3ZH3 in 4EII. 
Variabilnost narašča od leve proti desni. 
Prav tako vidimo razliko med odprto in zaprto obliko encima. Vezava substrata UNAG v 
aktivno mesto encima MurA povzroča veliko konformacijsko spremembo, ki vključuje 
zapiranje površinske zanke in premik domen. Značilen je prehod iz "odprtega" stanja ali 
stanje brez substrata v "zaprto" ali v stanje z vezanim substratom. Zaprta oblika je 
ključnega pomena pri katalizi, saj omogoča združitev aminokislinskega ostanka Cys115 in 




















































program ni našel nobenih interakcij (pri hidrofobnih interakcijah so te minimalne) z 
aminokislinami na zanki, saj se le-ta ne nahaja v bližini aktivnega mesta. Šele, ko se encim 
zapre, postanejo te interakcije ugodne. Aminokisline, ki se nahajajo na zanki, so tako 
uporabne za načrtovanje samo pri encimih v zaprti obliki. Grafa prikazana na slikah 15 in 
16 predstavljata aminokisline encima z najvišjim odstotkom vodikovih ali hidrofobnih 
interakcij in njihove relativne standardne deviacije. Odstotek vodikovih ali hidrofobnih 
interakcij je izračunan kot povprečje vodikovih ali hidrofobnih interakcij v proteinskih 
strukturah s PDB kodo 3R38, 3SWG, 5U4H, 6NKJ, 6WFM, 3ZH3, 3ZH4, 4E7G, 4EII, 
1EJD in 5UJS. Številčne vrednosti relativnih standardnih deviacij so označene z rdečo 
barvo in so izračunane na podlagi vrednosti vodikovih ali hidrofobnih interakcij v 
omenjenih proteinskih strukturah. Iz grafa na sliki 15 razberemo, da imata najmanjšo 
variabilnost aminokislini na položajih 91 in 305. Nizko variabilnost imata tudi 
aminokislina na položaju 23, ki hkrati tvori največ vodikovih interakcij s probami.  
Slika 15: Prikaz tistih aminokislin encima MurA (PDB koda 3KR6), ki imajo najvišji 
odstotek vodikovih interakcij v proteinskih strukturah s PDB kodo: 3R38, 3SWG, 5U4H, 
6NKJ, 6WFM, 3ZH3, 3ZH4, 4E7G, 4EII, 1EJD in 5UJS. Relativna standardna deviacija je 
označena z rdečo barvo. 
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Iz grafa na sliki 16 pa razberemo, da so aminokisline na položajih 23, 26, 163, 188 in 305 
nizko variabilne. Na podlagi tega in odstotka hidrofobnih interakcij s probami zaključimo, 
da je aminokislina na 23. položaju najbolj primerna za načrtovanje novih zaviralcev. 
Slika 16: Prikaz tistih aminokislin encima MurA (PDB koda 3KR6), ki imajo najvišji 
odstotek hidrofobnih interakcij v proteinskih strukturah s PDB kodo: 3R38, 3SWG, 5U4H, 
6NKJ, 6WFM, 3ZH3, 3ZH4, 4E7G, 4EII, 1EJD in 5UJS. Relativna standardna deviacija je 
označena z rdečo barvo. 
S programom FTMap smo vzorčili celotno površino proteina in poiskali območja, ki lahko 
vežejo številne majhne organske molekule - probe. Na podlagi prob, ki jih našel program 
FTMap za encim MurA s PDB kodo 1EJD, smo posneli sliko 17. Kot pričakovano večina 
probnih množic se nahaja v bližini aktivnega mesta. Iz slike 17 lahko razberemo, da je 
glavnina probnih množic v bližini substrata UNAG, ki je označen s črno barvo. Nekaj jih 
je tudi v bližini PEP analoga - fosfomicina, ki je označen s temno vijolično barvo. Najvišje 
uvrščena probna množica je v primeru proteinske strukture s PDB kodo 1EJD množica, 
označena s turkizno barvo. Le-ta ima tudi največje število probnih množic, in sicer 22. 
Opažamo tudi množice, ki se nahajajo izven aktivnega mesta (množica na skrajno levi 
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strani, prikazana z modro barvo), kar nakazuje na interakcijo na zunanji strani encima 
oziroma morebitni lažni zadetek. 
Slika 17: Prikaz odprte oblike encima MurA s PDB kodo 1EJD, in klastrov, ki jih je 
poiskal program FTMap. Struktura je prikazana s "cartoon" modelom v sivi barvi, medtem 
ko so probe prikazane z modelom paličic. S črno barvo je označen substrat UNAG, medtem 
ko je s temno vijolično označen fosfomicin. Slika je izdelana s programom PyMOL. 
4.6 Ohranjene aminokisline določene s programi Scorecons, ConSurf in 
Jalview 
Rezultati v programu Scorecons so razdeljeni na dva dela, in sicer: ocena ohranjenosti in 
ocena raznolikosti položajev. Slednja upošteva število različnih ocen v poravnavi in 
relativno frekvenco vsake ocene. Predstavljena je v odstotkih, pri čemer 100 % predstavlja 
visoko raznolikost in informativno prileganje, medtem ko 0 % ravno obratno. Ocena 
raznolikosti položajev za prileganje MurA v petinštiridesetih najbolj pogostih patogenih 
bakterijah znaša 78,0 %, kar nakazuje na znatno raznolikost položajev. Rezultati ocene 
ohranjenosti so predstavljeni v treh stolpcih, pri čemer stolpec ena predstavlja stopnjo 
ohranjenosti, z razponom od 0 do 1 (od najmanj do najbolj ohranjenih mest v encimu), 
stolpec dva identifikator tarčnih ostankov (angl. foscus identificator residue) in stolpec tri 
aminokislinske ostanke. Rezultate, pridobljene s Scorecons-om smo nato prefiltrirali s 
programom KNIME. Z uporabo le-teh smo izdelali dve tabeli. Prva tabela predstavlja 
oceno ohranjenosti MurA v petinštiridesetih patogenih bakterijah in je vključena v tabelo 
V z namenom primerjave ohranjenosti aminokislinskih ostankov z rezultati pridobljenimi s 
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programoma ConSurf in Jalview. Tabela IV prav tako predstavlja oceno ohranjenosti 
MurA v petinštiridesetih patogenih, a je za razliko od prvotne tabele podano tudi število 
aminokislinskih ostankov v določenem razredu in njihov odstotek. Tabela je razdeljena na 
deset razredov. Kot lahko razberemo iz tabele IV, imamo dvainšestdeset odlično 
ohranjenih aminokislinskih ostankov (rdeče obarvan razred), a samo dve aminokislini z 
oceno 1 (Arg-397 in Gly-398). 
Tabela IV: Ocena evolucijske ohranjenosti aminokislin MurA (v petinštirideset najbolj 
pogostih patogenih bakterij) določena s programom Scorecons. Oporna točka je bakterija 
Escherichia coli (sev K-12). 




0,185 [285, 76, 51, 71, 339, 7, 322, 206, 355, 81, 
137, 255, 80, 79, 417] 
15 3,60 
0,294 [54, 66, 148, 275, 157, 42, 48, 283, 75, 13, 
200, 267, 59, 257, 250, 272, 297, 146, 276, 
287, 46, 69, 260, 78, 40, 63, 58, 65, 318, 196, 
108, 252, 144, 407, 281, 359] 
36 8,61 
0,373 [418, 216, 382, 17, 5, 37, 240, 388, 127, 155, 
261, 386, 55, 225, 288, 106, 135, 401, 284, 
67, 390, 140, 412, 224, 315, 10, 220, 274, 95, 
353, 364, 316, 53, 314, 358, 295, 214, 279, 
366, 344, 264, 312, 30, 258, 400, 147, 36, 
227, 346, 248, 219, 222] 
52 12,4 
0,466 [336, 212, 77, 208, 167, 150, 277, 354, 197, 
138, 149, 38, 142, 11, 179, 278, 119, 408, 
320, 404, 251, 160, 171, 293, 9, 68, 62, 361, 
86, 262, 254, 414, 152, 39, 96, 311, 245, 52, 
64, 351, 177, 32, 294, 384, 211, 74, 204, 253] 
48 11,5 
0,534 [85, 244, 393, 107, 271, 375, 72, 402, 94, 




419, 158, 310, 273, 116, 199, 104, 246, 169, 
256, 324, 84, 348, 286, 73, 350, 88, 192, 4, 
347, 131, 289, 181, 70, 2, 15, 291, 230, 290, 
321, 391, 130, 268, 183] 
0,616 [327, 97, 195, 27, 168, 213, 226, 35, 136, 
174, 263, 357, 124, 29, 101, 282, 229, 238, 
416, 154, 349, 126, 139, 194, 299, 223, 60, 
122, 175, 3, 83, 201, 330, 317, 378, 44, 161, 
352, 333, 403, 309, 102, 41, 259, 170, 90, 28, 
242, 345, 247, 373, 392] 
52 12,4 
0,709 [145, 292, 374, 228, 249, 156, 82, 47, 25, 
306, 326, 50, 301, 363, 323, 1, 241, 18, 6, 43, 
381,19, 210, 368, 389, 185, 57, 182, 105, 
129, 377, 24, 33, 235, 191, 409, 159, 298, 99, 
100, 313, 367, 132, 332, 128, 338, 16, 165, 
334] 
48 11,5 
0,791 [395, 415, 362, 61, 87, 396, 162, 218, 328, 
405, 109, 193, 205, 303, 103, 115, 117, 234, 
341, 164, 31, 123, 329, 335, 394, 26, 325, 
380, 383, 141, 215, 370, 406, 111, 203, 265, 
356] 
37 8,85 
0,871 [8, 190, 209, 236, 266, 342, 385, 413, 34, 
125, 153, 180, 207, 243, 343, 379] 
16 3,83 
0,901 [340, 387, 399, 20, 121, 163, 186, 14, 21, 45, 
92, 98, 118, 133, 134, 151, 166, 172, 173, 
176, 178, 198, 232, 237, 296, 302, 319, 365, 
372, 376, 411, 12, 22, 23, 49, 91, 93, 112, 
113, 114, 120, 184, 188, 189, 202, 217, 221, 
231, 233, 270, 300, 304, 305, 307, 331, 337, 




V tabeli V so predstavljene ocene ohranjenosti aminokislin (v petinštirideset najbolj 
pogostih patogenih bakterij), ki so ovrednotene s tremi programi: ConSurf, Scorecons 
server in Jalview. S Scorecons napovednikom smo kot rezultat dobili Shanon 
normalizirano oceno ohranjenosti aminokislin in njihov položaj. Program ConSurf je 
razkril, katera aminokislina in v kakšnem odstotku se pojavlja na določenem položaju v 
aminokislinskem zaporedju ter določil ConSurf oceno z razponom od 1 do 9. Pri uporabi 
tretjega programa Jalview, smo evolucijsko ohranjenost določali ročno, pri čemer je 
najvišja ocena 11.  
S programom ConSurf smo izbrali tiste aminokisline, ki so imele oceno evolucijske 
ohranjenosti 9. Takšnih je bilo enainšestdeset aminokislin. Le-te smo primerjali z 
aminokislinskimi ocenami, pridobljenimi s programoma Jalview in Scorecons server. Kot 
lahko razberemo iz ocen iz tabele V ali vizualizacijsko z uporabo omenjenih programov, 
imamo v zaporedju določena območja oziroma prevoje, v katerih je ohranjenost 
aminokislin večja, zato jih lahko razdelimo v 5 večjih razredov: razred I [12 - 49], razred II 
[91 - 134], razred III [151 - 243], razred IV [270 - 337] in razred V [360 - 411]. Največje 
število aminokislin z visokim odstotkom ohranjenosti je v razredu 3, med mestoma 151 in 
243. Sledi razred 2, v katerem se pojavlja katalitsko mesto encima MurA (označeno z 
rdečo barvo). Le tega predstavlja aminokislina cistein (Cys), ki se nahaja na položaju 115. 
Ker je odgovoren za katalitsko funkcijo, je njegova ohranjenost visoka, in sicer ocena 8 
(ConSurf). Poleg aminokisline cistein sta na 115 položaju v zaporedju prisotni tudi 
aminokislini aspartat (Asp) 11 % in tirozin (Tyr) 2 %. Pri določenih patogenih bakterijskih 
vrstah, kot sta Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis in Vibrio fischeri, se 
cisteinski ostanek nadomesti z aspartatom (Cys115 → Asp). V tem primeru se katalitična 
aktivnost ohrani, medtem ko odpornost na fosfomicin narašča. (35) V primeru 
nadomeščanja cisteina s tirozinom (Cys115 → Tyr), podatkov, ki bi nakazovali na 
problematiko s stališča rezistence nismo zasledili. Edini aminokislini s 100-% 







Tabela V: Primerjava evolucijsko najbolj ohranjenih aminokislin encima MurA (v 
petinštirideset najbolj pogostih patogenih bakterij). Vrednosti iz tretjega in četrtega 
stolpca so pridobljene s programom ConSurf, pri čemer tretji stolpec prikazuje v 
kolikšnem odstotku se pojavlja določena aminokislina. Vrednosti iz stolpca pet in šest, so 
pridobljene s programoma Scorecons server in Jalview. 










Leu-12 100.000 % 9 0,965 11 
Ala-21 97.727 % 9 0,93 10 
Lys-22 100.000 % 9 0,965 11 
Asn-23 100.000 % 9 0,965 11 
Pro-45 97.727 % 9 0,93 10 
Asp-49 100.000 % 9 0,965 11 
II 
Arg-91 100.000 % 9 0,965 11 
Ala-92 97.727 % 9 0,93 10 
Ser-93 100.000 % 9 0,965 11 
Pro-112 100.000 % 9 0,965 11 
Gly-113 100.000 % 9 0,965 11 
Gly-114 100.000 % 9 0,965 11 
Cys-115 86.364 % 8 0,817 6 
Ile-117 86.364 % 9 0,817 10 
Arg-120 100.000 % 9 0,965 11 
Pro-121 95.455 % 9 0,906 7 
His-125 95.455 % 9 0,895 10 
Ala-134 97.727 % 9 0,93 10 
III 
Leu-151 97.727 % 9 0,93 10 
Val-163 95.455 % 9 0,906 9 
Thr-166 97.727 % 9 0,93 10 
Asn-168 68.182 % 9 0,697 7 
Ala-172 97.727 % 9 0,93 10 
Ala-173 97.727 % 9 0,93 10 
Ala-176 97.727 % 9 0,93 10 
Thr-180 95.455 % 9 0,895 10 
Asn-184 100.000 % 9 0,965 11 
41 
 
Ala-186 95.455 % 9 0,906 10 
Glu-188 100.000 % 9 0,965 11 
Pro-189 100.000 % 9 0,965 11 
Glu-190 93.182 % 9 0,871 10 
Leu-198 97.727 % 9 0,93 10 
Gly-202 100.000 % 9 0,965 11 
Gly-217 100.000 % 9 0,965 11 
Leu-221 100.000 % 9 0,965 11 
Asp-231 100.000 % 9 0,965 11 
Arg-232 97.727 % 9 0,93 10 
Ile-233 100.000 % 9 0,965 11 
Glu-234 86.364 % 9 0,817 4 
Ala-235 68.182 % 9 0,764 8 
Thr-237 97.727 % 9 0,93 10 
Ala-243 95.455 % 9 0,895 10 
IV 
Gly-270 100.000 % 9 0,965 11 
Thr-296 97.727 % 9 0,93 10 
Pro-300 100.000 % 9 0,965 11 
Phe-302 97.727 % 9 0,93 10 
Thr-304 100.000 % 9 0,965 11 
Asp-305 100.000 % 9 0,965 11 
Gln-307 100.000 % 9 0,965 11 
Glu-325 86.364 % 9 0,837 9 
Arg-331 100.000 % 9 0,965 11 
Glu-337 97.778 % 9 0,965 10 
V 
Leu-360 97.778 % 9 0,965 10 
Val-365 95.556 % 9 0,93 10 
Asp-369 97.778 % 9 0,965 10 
Arg-371 97.778 % 9 0,965 10 
Ala-372 95.556 % 9 0,93 10 
Thr-387 91.111 % 9 0,901 8 
Arg-397 100.000 % 9 1 11 
Gly-398 100.000 % 9 1 11 
Ala-411 95.556 % 9 0,93 10 
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4.7 Vizualizacijske metode  
4.7.1 Vizualizacija tridimenzionalne strukture MurA s programom Chimera 
Slika 18 prikazuje ohranjenost encima MurA v E. coli K-12. Lestvica ohranjenosti je 
ovrednotena z devetimi razredi, pri čemer razred 1 predstavlja najslabšo, razred 5 vmesno 
in razred 9 najboljšo ohranjenost aminokislinskih ostankov. Razredi so nato prevedeni v 
barvno lestvico, ki se razteza od turkizne preko bele do kostanjeve barve. Kot lahko 
razberemo iz slike 18, kostanjeva in fluorescentno zelena barva prevladujeta v notranjosti 
encima - v bližini aktivnega mesta, medtem ko slabše ohranjene aminokisline, ki so 
označene s turkizno in belo barvo, prevladujejo na mestih, oddaljenih od aktivnega mesta.  
Slika 18: Prikaz ohranjenega zaporedja encima MurA (E. coli K-12) v 3D obliki in 
ConSurf barvne lestvice. Ocena 1 (turkizna barva) predstavlja najslabšo, razred 5 (bela 
barva) vmesno in razred 9 (kostanjeva barva) najboljšo ohranjenost aminokislinskih 
ostankov. S fluorescentno zeleno barvo so označene aminokisline, ki v programu ConSurf 
predstavljajo 100- % ohranjenost. Slika je izdelana s programom Chimera. 
4.7.2 Hierarhično drevo izdelano s programom Orange Data Mining 
Z uporabo gradnikov smo izdelali hierarhično drevo, ki prikazuje hiarhijo združevanja 
podatkov v skupine. Kot rezultat dobimo deset skupin, v katerih so encimi, ki imajo 
podobne strukturne lastnosti. Kot lahko razberemo iz slike 19, imamo štiri družine, ki 
izstopajo po številu encimov. Turkizno (4R7U, 6CN1, 5BQ2, 3SWE, 2RL1, 2RL2, 3SWD, 
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3KQJ, 3ISS, 3KR6, 2Z2C, 1A2N, 1UAE, 3SU9, 3SWA, 3SWI, 3SWQ, 1Q3G, 1RYW, 
3UPK, 3V4T, 3LTH, 3VCY, 5U4H) in zeleno označena skupina (5WI5, 6NKJ, 6Q03, 
6Q0A, 6Q0Y, 6Q11) predstavljata encime z zaprto, medtem ko vijolično (3SPB, 4E7B, 
4E7C, 4E7D, 4E7E, 4E7F, 4E7G, 3V5V, 1YBG) in rumeno označena skupina (3KQA, 
1EYN, 1NAW, 1DLG, 1EJC, 1EJD) predstavljata encime z odprto obliko. Manjša 
družina, označena z oranžno barvo pa vsebuje encime tako z odprto (3ZH4) kot zaprto 
(3SWG, 2YVM) obliko. Turkizno označeno skupino sestavljajo encimi G - bakterij, kot so 
E. coli, E. cloacae, H. influenzae, Pseudomonas putida, Aliivibrio fischeri, Vibrio 
cholerae, P. aeruginosa in Acinetobacter baumannii. Rumeno in vijolično obarvano 
skupino prav tako gradijo encimi G - bakterij (E. cloacae), medtem ko zeleno obarvano 
skupino sestavljajo G + bakterije (S. pneumoniae in C. difficile). 
 
Slika 19: Hierarhično drevo proteinskih struktur encima MurA pridobljenih iz Protein 
Data Bank (PDB). Vsaka skupina je predstavljena z drugo barvo. Slika je izdelana s 
programom Orange Data Mining. 
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4.7.3 Vizualizacija ohranjenih aminokislin z uporabo programa PyMOL 
Pri programu Jalview smo upoštevali tiste aminokisline, ki so bile v segmentu evolucijske 
ohranjenosti ovrednotene z oceno 11. Takšnih aminokislin je šestindvajset, od tega sta dve 
s 100-% (Arg-397 in Gly-398) in štiriindvajset z 98-% ohranjenostjo (slika 20d). V 
programu ConSurf te aminokisline predstavljajo 100-% ohranjenost. Pri programu 
FTMap pa smo upoštevali aminokisline, ki so tvorile največ interakcij z molekulskimi 
probami. Slika 20a prikazuje aminokisline z najvišjim odstotkom vodikovih interakcij, 
medtem ko slika 20b prikazuje aminokisline z najvišjim odstotkom hidrofobnih interakcij. 
Razlike so minimalne. Aminokisline pridobljene tako z Jalview kot tudi s FTMap (tabela 
VI) smo označili v PyMOL aminokislinskem zaporedju in jih prikazali v obliki paličic. S 
presekom le-teh pa smo dobili končni rezultat - deset prekrivajočih se aminokislin (slika 
20c). Te igrajo osrednjo vlogo pri uporabi molekulskega sidranja in razvoja potencialnih 
protimikrobnih učinkovin. Iz slike 20c lahko razberemo, da okrog dušikove baze - uracila 
in monosaharida - riboze nimamo aminokislin, ki bi bile evolucijsko ohranjene in 
ovrednotene s programom FTMap kot perspektivne za nadaljnje načrtovanje. Najbolj 
perspektiven del predstavlja glukozaminski, fosfatni in fosfoenolpiruvatni vezavni žep. 
Tabela VI: Ime in položaj aminokislin z najvišjim odstotkom evolucijske ohranjenosti 
(Jalview/Consurf) ter odstotkom vodikovih in hidrofobnih interakcij (FTMap). V zadnjem 
stolpcu so naštete presečne aminokisline. 
Jalview/ 
ConSurf 
Leu-12, Lys-22, Asn-23, Asp-49, Arg-91, Ser-93, Pro-112, Gly-113, Gly-114, 
Arg-120, Asn-184, Glu-188, Pro-189, Gly-202, Gly-217, Leu-221, Asp-231, Ile-





Lys-22, Asn-23, Asp-49, Arg-91, Ala-92, Trp-95, Arg-120, His-125, Ser-162, 
Val-163, Gly-164, Val-167, Glu-188, Glu-190, Arg-232, Thr-304, Asp-305, Arg-




Lys-22, Asn-23, Leu-26, Arg-91, Ala-92, Trp-95, Arg-120, Val-161, Ser-162, 
Val-163, Gly-164, Glu-188, Glu-190, Arg-232, Pro-303, Thr-304, Asp-305, Phe-
328, Leu-370, Arg-371 
Presečne 
aminokisline 








Slika 20: a - aminokisline z najvišjim odstotkom vodikovih interakcij so prikazane z 
modrimi paličicami; b - aminokisline z najvišjim odstotkom hidrofobnih interakcij so 
prikazane z turkiznimi paličicami; c - presečne aminokisline so prikazane z rdečimi 
paličicami; d - aminokisline z najvišjim odstotkom evolucijske ohranjenosti so prikazane z 
zelenimi paličicami. Aktivno mesto s fosfomicinom je prikazano s črnimi paličicami. Slika 






4.8 Potencialni zaviralci MurA 
Po preučitvi zaviralcev MurA, ki jih je določil program ChEMBL in ugotavljanju njihove 
skladnosti s podatki iz znanstvenih člankov, smo zbrali osemindvajset potencialnih 
zaviralcev MurA. Le-ti so predstavljeni v nadaljevanju (spojina 6 (fosfomicin) je 












































































































































































• Za spojine 1 (derivat tiazolil sečnine), 3 (2-aminotetralon) in 16 (1,2-bis(4-
klorofenil)pirazolidin-3,5-dion) velja, da zavirajo tako encim MurA kot tudi MurB. 
SAR študije so pri spojini 1 pokazale, da je 4-tercbutilna skupina tista, ki je odgovorna 
za izkazovanje dobre inhibicijske aktivnosti in protibakterijskega učinka proti G + 
bakterijam. Pri spojini 3 igra ključno vlogo α-amino-ketonska skupina. Gre za napad 
ketonskega dela aminotetralona s strani tiolne skupine encima MurA, pri čemer nastane 
tiohemketal (29, 71, 72). 
•  4 ((±)-Tulipalin B) in 5 (tulipsid B) sta naravna produkta zamrznjenih tulipanov. Oba 
predstavnika zavirata MurA na časovno odvisen način, kar vodi v nastanek 
kovalentnega kompleksa encim-zaviralec ali nekovalentnega samomorilnega zaviralca. 
B različice, tako tulipalinov kot tudi glikoziranih tulipsidov imajo visok zaviralni 
učinek, medtem ko različica A tega učinka ne izraža. Ključno vlogo pri tem igra 
hidroksilna skupina prisotna v B različicah (32, 73). 
• Seskviterpenski laktoni so potencialni reverzibilni zaviralci bakterijskega encima 
MurA. V to skupino uvrščamo spojino 6 (cnicin), ki je izolirana iz rastline Cnicus 
benedictus L. Encim MurA katalizira nastanek kovalentnega adukta med cnicinom in 
substratom UNAG, temu pa sledi nastanek nekovalentnega "samomorilskega zaviralca" 
(slika 21) (32, 74, 75). 
 
Slika 21: Predvideni mehanizem delovanja seskviterpenskih laktonov: 1.) Vezava 
UNAG in cnicina na MurA, delno zaprtje aktivnega mesta. 2.) MurA katalizira 
nastanek "začetnega" adukta UNAG-cnicin. 3.) Hidroliza esterske skupine in 
odstranitev makrocikličnega dela cnicina. Stranska veriga cnicina je vezana z 
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UNAG tako, da posnema tetraedrični intermediat MurA reakcije med PEP in 
UNAG. Povzeto po (74). 
• Spojina 8 spada v skupino bromiranih nitrovinilfuranov. Za bromnitrovinilfurane je 
dokazano nespecifično delovanje, saj reagirajo s številnimi beljakovinami in tako 
tvorijo kovalentne adukte s SH skupinami, kar je glavni razlog za opustitev nadaljnjih 
raziskav. Spojina 15 (14-členski makrolakton (albociklin)) inhibira S. aureus z 
visokimi mikromolarnimi koncentracijami, kar nakazuje na šibko inhibicijsko aktivnost 
(76, 77). 
• Spojina 10 (tereična kislina) je produkt glive Aspergillus terreus, ki kovalentno zavira 
encim MurA v E. coli in E. cloaceae. Dokazano je, da je tereična kislina približno 50-
krat šibkejši zaviralec MurA kot fosfomicin, kar lahko pripišemo temu, da MurA ni 
edina tarča tereične kisline. Gre za kovalentni mehanizem, pri čemer kinonski obroč 
napade tiolno skupino Cys115, ki je tudi tarča fosfomicina. Inhibicija MurA je odvisna 
od prisotnosti substrata UNAG. Vezava tereične kisline na kompleks MurA-UNAG 
vodi v nastanek odprte konformacije encima, in zaradi sterične ovire tereične kisline v 
sproščanje substrata UNAG iz aktivnega mesta (slika 22). Je ireverzibilen in časovno 
odvisen zaviralec (32, 78). 
Slika 22: Primerjava mehanizmov inhibicije MurA s fosfomicinom in tereično kislino. 
Povzeto po (32). 
• Med zaviralce encima MurA uvrščamo tudi 2 (pulvinoski derivat), 9 (kinazolinski 
derivat), 11 (derivat benzojske kisline), 17 (derivat pirolopiridinov), 14 in 26 (derivata 
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kinolina). Spojina 14 ireverzibilno zavira MurA v H. influenzae, pri čemer kovalentno 
napade MurA cisteinski ostanek na 117. položaju in ostale ohranjene cisteinske ostanke 
v zaporedju) (4, 33, 78–80). 
• Za benzotioksalonske derivate - 12 je značilno, da zavirajo tako MurA (E. coli in S. 
auereus) kot tudi murZ (S. aureus). Je ireverzibilen zaviralec s šibkim 
protibakterijskim delovanjem proti G - bakterijam. Mehanizem zaviranja vključuje 
kovalentno vezavo na Cys115 (81). 
• Spojino 13 uvrščamo v skupino avenaciolidov, ki so izolirani iz Neosartorya fischeri in 
imajo pomembno vlogo pri boju zoper MRSA. Glavno vlogo pri uničevanju bakterijske 
stene MurA, kot tudi dosegu protibakterijskega učinka ima α,β nenasičena karbonilna 
skupina. IC50 so bolj učinkovite zoper E. coli kot MRSA MurA, v nasprotju z MIC 
vrednostmi, ki izkazujejo večjo učinkovitost zoper G + (S. aureus in B. subtilis) 
bakterijam. Spojina 13 kaže močno zaviralno aktivnost zoper MRSA "wild-type" in na 
fosfomicin odporne (Cys-v-Asp) bakterije. (78, 82). 
• Spojine 18 (ciklični disulfid), 19 (pirazolpirimidin) in 20 (purin) izkazujejo nižje 
vrednosti IC50 kot jih ima fosfomicin. Spojini 18 in 20 zavirata MurA ireverzibilno, 
medtem ko spojina 19 ravno nasprotno reverzibilno. Omenjeni zaviralci se od 
fosfomicina ne razlikujejo le po kemizmu, ampak tudi po načinu delovanja, saj se 
nekovalentno vežejo v bližini aktivnega mesta encima, pri čemer se spojina 19 veže 
bolj šibko kot spojini 18 in 20. Prisotnost substrata UNAG signifikantno zmanjša 
vrednosti IC50, kar nakazuje na to, da je sprememba konformacije encima ključna za 
njihovo delovanje, medtem ko prisotnost PEP nima vpliva. Ugotovljeno je, da vse 
omenjene spojine poleg zaviranja sinteze peptidoglikana, nespecifično zavirajo tudi 
sintezo DNA, RNA in beljakovin, kar je tudi razlog, da so bile nadaljnje raziskave 
opuščene (83). 
• Derivat 5-sulfoniloksi-antranilne kisline - 21 zavira MurA v E. cloacae. Za derivate 5-
sulfoniloksi-antranilne kisline je značilna kompetitivna inhibicija z UNAG. 
Ugotovljeno je, da zaviralec 21 ne blokira aktivnega mesta, temveč prepreči prehod 
odprte v zaprto obliko encima, ki je nujno potrebna za katalitično delovanje (32, 84). 
• 22 (ebselen), 27 (timerosal) in 28 (tiram) so učinkoviti zaviralci MurA v H. influenzae 
z IC50 v submikromolarnem območju. Zaviralec thimerosal ima močnejše 
protibakterijsko delovanje kot tiram. Za te spojine je značilno, da kovalentno 
modificirajo cisteinski ostanek (Cys117) v bližini aktivnega mesta, kar povzroči prehod 
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odprte v zaprto konfiguracijo MurA, in posledično preprečitev vezave substrata UNAG 
v aktivno mesto (85–87). 
• 23 (derivat diarilmetana) je časovno odvisen zaviralec, njegova encimska inaktivacija 
MurA pa je odvisna od preinkubacije in pristnosti substrata UNAG. Mehanizem 
delovanja je podoben tistemu, ki ga ima fosfomicin. UNAG skupaj z MurA tvori 
kompleks, kar vodi v nastanek odprte konformacije MurA in izpostavitev aktivnega 
mesta (32, 88). 
• Spojini 24 in 25 sta zaviralca encima MurA, ki se razlikujeta po strukturi, mehanizmu 
delovanja in reverzibilnosti. Prva spojina je ireverzibilen zaviralec s haloketonsko 
strukturo, ki napada Cys115 z nukleofilnim substitucijskim (SN2) mehanizmom, 
medtem ko je druga spojina reverzibilen zaviralec z Michaelovim aceptorjem, ki 
reagira s proteinskimi nukleofili z Michael adicijskim (AdM) mehanizmom (89). 
4.9 SWISSADME 
Potek racionalnega načrtovanja zdravil navadno pričnemo z opredelitvijo in validacijo 
tarče. Temu sledi postopek iskanja spojin, s katerim razvijemo več potencialnih 
kandidatov za zdravila (virtualno rešetanje (angl. virtual screening - VS), eksperimentalno 
rešetanje visoke zmogljivosti (angl. high-troughput screening - HTS) itd.) V naslednjem 
koraku omejimo število zadetkov, kar vodi v nastanek spojin vodnic. Spojine vodnice 
predstavljajo naravno, polsintezno ali sintezno spojino s farmakološkim ali biološkim 
delovanjem in določenimi neželenimi lastnostmi, ki je izhodišče v procesu načrtovanja 
zdravilnih učinkovin in se uporablja za nadaljnjo optimizacijo. Le-ta predstavlja časovno 
obdobje, v katerem so izbrane spojine vodnice z namenom preučevanja odnosov 
struktura/aktivnost in struktura/lastnost izpostavljene strukturni modifikaciji in 
preskušanju. S tem dosežemo optimalno strukturo spojine vodnice, ki je primerna za 
nadaljnja klinična testiranja (90, 91).  
Struktura je tista, ki določa lastnosti spojine (slika 23). Medsebojne interakcije strukturnih 
lastnosti s fizičnim okoljem izzovejo njihove fizikalno-kemijske lastnosti, medtem ko 
interakcije med strukturnimi lastnostmi in proteini izzovejo biokemijske lastnosti. Na 
najvišji ravni poteka interakcija fizikalno-kemijskih in biokemijskih lastnosti z živimi 
sistemi, kar ima za posledico farmakokinetične lastnosti in toksičnost (slika 23). Na 
slednje lahko vplivamo s strukturnimi spremembami (91). 
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Slika 23: Struktura spojine določa temeljne lastnosti spojine, ki vplivajo na fizikalno-
kemijske in biokemijske lastnosti, ki na koncu določajo farmakokinetiko in toksičnost. 
Povzeto po (91). 
SwissADME je prosto dostopen spletni računalniški program, namenjen oceni fizikalno-
kemijskih lastnosti, lipofilnosti, topnosti v vodi, farmakokinetike, podobnosti z 
učinkovinami ter farmacevtsko-kemijskih lastnosti. Vsi parametri so ključnega pomena za 
nadaljnji razvoj in izvajanje kliničnega preskušanja novih zdravilnih učinkovin. Z 
namenom identifikacije spojin, ki so primerne za nadaljnji razvoj, smo analizirali 
potencialne zaviralce encima MurA, pri čemer nismo upoštevali njihovih protibakterijskih 
lastnosti. Hkrati smo želeli tudi identificirati potencialne težave, ki jih ima določen 
strukturni razred in jih lahko tekom razvoja odpravimo.  
Danes v znanstvenih raziskavah igrajo pomembno vlogo molekulski deskriptorji. V našem 
primeru so pomembni za odkrivanje spojin vodnic. Molekulske deskriptorje opišemo kot 
končni rezultat logističnega in matematičnega postopka, ki kemijske lastnosti učinkovin 
prevaja v številčne vrednosti in jih tako uporablja za preučevanje QSAR (angl. quantitative 
structure–activity relation) / QSPR (angl. quantitative Structure-Property Relationship) 
razmerja. Poznamo eksperimentalne (npr. log P, molarna refraktivnost, dipolni moment, 
polarizabilnost itd.) in teoretične deskriptorje. Za razliko od eksperimentalnih 
deskriptorjev, teoretični ne izražajo statističnih napak in so prav tako bolj dostopni ter 
cenovno in časovno bolj ugodni. Glede na predstavitev molekul, molekulske deskriptorje 
lahko razdelimo v pet razredov: 0D, 1D, 2D, 3D in 4D. Glede na lastnosti, ki jih opisujejo, 
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pa jih razdelimo v pet večjih kategorij: KONSTITUCIJSKI (število atomov, obročev, vezi 
in molekulska teža), TOPOLOŠKI (indeksi povezanosti in informacij), GEOMETRIJSKI 
(površina, prostornina, oblika itd.), STEREO-ELEKTRONSKI (molarna refraktivnost, 
vodikova vezavna kapaciteta itd.), KVANTNO KEMIJSKI (dipolni momenti, molekularna 
polarizabilnost, orbitalne energije itd.) (92–94). 
4.9.1 Fizikalno-kemijske lastnosti  
V skupino fizikalno-kemijskih lastnosti spadajo naslednji parametri: kemijska formula, 
molekulska masa, skupno število težkih atomov, število aromatskih težkih atomov, delež 
sp3 hibridiziranih ogljikov, število vrtljivih vezi, število akceptorjev in donorjev vodikovih 
vezi, molarna refraktivnost in topološka polarna površina (TPSA). Slednja je opredeljena 
kot vsota površin, ki jo zavzemajo atomi kisika in dušika, vključno z atomi vodika, ki so 
pritrjeni nanje. TPSA je molekulski deskriptor, s katerim lahko napovemo biološko 
uporabnost potencialnega zdravila po peroralni aplikaciji in sposobnost pasivnega 
prehajanja molekul skozi membrane. Molekule z vrednostjo TPSA < 140 Å2 izkazujejo 
dobro črevesno absorpcijo, molekule s TPSA < 60 Å2 pa napovedujejo dobro prehajanje 
krvno-možganske pregrade (95). Večina izmed predstavljenih zaviralcev MurA (tabela 
VIII) omogočajo dobro absorpcijo, saj imajo TPSA < 140 Å2, z izjemo spojin 4, 11 in 21, 
ki imajo TPSA > 150 Å2 (slika 24). Spojine, ki ne omogočajo dobre črevesne absorpcije so 
potencialne učinkovine pri zdravljenju okužb prebavil. Enajst spojin (2, 5, 8, 9, 15, 16, 19, 
22, 23, 24 in 25) ima TPSA < 60 Å2, kar pomeni, da omogočajo dobro prehajanje krvno-
možganske pregrade (slika 24). Takšne spojine so primerne za zdravljenje okužb, kot so 
meningitis, možganski ognojki, encefalitis in ventriculitis.  
 














Pri računanju sposobnosti tvorbe vodikovih vezi, ki jo opišemo s številom donorjev (HBD) 
in akceptorjev vodikovih vezi (HBA), smo zaključili naslednje: vse spojine imajo HBD < 
5, z izjemo spojine 4, ki ima šest donorjev vodikovih vezi (slika 25). Prav tako imajo vse 
spojine HBA < 10 in tako izpolnjujejo pogoje Lipinskega (slika 25). Število vrtljivih vezi 
opisuje konformacijsko fleksibilnost spojin in je pomemben parameter za določanje 
biološke uporabnosti. Vse spojine (z izjemo spojine 21) imajo število vrtljivih vezi med 0 
in 10, kar napoveduje dobro peroralno biološko uporabnost.  
 
Slika 25: Akceptorji in donorji vodikovih vezi zaviralcev MurA. 
4.9.2 Lipofilnost 
Parametri lipofilnosti opisujejo porazdelitev zdravila med lipidno in vodno fazo. Klasični 
deskriptor lipofilnosti je porazdelitveni koeficient P oziroma njegova logaritemska 
vrednost - log P, ki se pogosteje uporablja. Porazdelitveni koeficient predstavlja razmerje 
koncentracij neioniziranih oblik spojin, raztopljenih v dveh fazah, ki se ne mešata in sta v 





Ko snov izkazuje interakcije z enim izmed topil (ionizacija, agregacija), log P ni najboljši 
kazalnik lipofilnosti. V tem primeru je lipofilnost opredeljena z efektivnim koeficientom 
porazdelitve D oziroma z njegovim logaritmom - log D (96, 97). Poznamo različne metode 
za napoved porazdelitvenega koeficienta, pri čemer zaradi večje natančnosti gledamo 
































1. XLOGP3: atomska metoda, ki temelji na atomskem prispevku s korekcijskimi 
faktorji; 
2. WLOGP: atomska metoda, ki temelji na fragmentnem sistemu Wildman in 
Crippen; 
3. MLOGP: topološka metoda z linearnim modelom, ki temelji na 13-ih molekulskih 
deskriptorjih, seštevanju atomov, vezi, fragmentov ali funkcionalnih skupin;  
4. SILICOS-IT: hibridna metoda, ki temelji na 27-ih fragmentnih in 7-ih topoloških 
deskriptorjih; 
5. iLOGP: fizikalna metoda, ki temelji na prostih energijah solvatacije v n-oktanolu in 
vodi izračunanih z modeloma Generalized-born (GB) in solvent accessible surface 
area (SA) (48). 
Pri vrednotenju lipofilnosti velja, da ko se vrednosti log P premikajo iz negativnih v 
pozitivne vrednost, se povečuje tudi njihova lipofilnost. Glede na vrednosti log P lahko 
spojine razvrstimo v štiri kategorije:  
• Pri nižjih vrednostih log P so učinkovine bolj hidrofilne in posledično imajo večji 
ledvični očistek. Značilna je dobra topnost v vodnem mediju in nizka pasivna 
difuzijska prepustnost, kar se odraža s slabo absorpcijo in prehajanjem HEB. 
• Optimalna vrednost log P se nahaja v razredu med 1 in 3. V tem območju je 
vzpostavljeno ustrezno ravnotežje med topnostjo v vodi in pasivno difuzijsko 
prepustnostjo, kar ima za posledico ugodno intestinalno absorpcijo. Prehajanje 
HEB je ugodna, presnova je minimalna. 
• Pri višjih vrednostih log P so učinkovine nepolarne. Značilna je dobra prepustnost 
in slaba topnost v vodnem mediju, kar se odraža s slabo absorpcijo. Hitrost 
presnove narašča. 
• Za spojine z log P > 5 je značilno, da imajo slabo prepustnost in topnost, in zato 
nižjo absorpcijo in biološko uporabnost. Zelo visoka raven lipofilnosti vodi lahko v 
večji presnovni očistek, težje izločanje iz telesa in posledično tudi večjo verjetnost 
za toksičnost spojine (91, 98, 99). 
Graf na sliki 26 prikazuje vrednosti log P, ki so izračunane s petimi različnimi algoritmi 
(XLOGP3, WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT in iLOGP). Iz prikazanega grafa lahko 
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zaključimo, da ima večina spojin optimalni log P in s tem, tudi ugodne lastnosti. Spojine, 
ki izstopajo, so naslednje: spojina 2 z log P > 5 (zaradi visoke lipofilnosti lahko izkazuje 
morebitne toksične lastnosti), spojine 1, 9, 16, 18, 21 in 23 z log P med 3 in 5 (v primerjavi 
s spojinami z optimalnim log P so bolj lipofilne, imajo slabšo absorpcijo ter hitrejšo 
presnovo) in spojine 4, 5, 7, 10, 20 in 26 z log P < 1 (so bolj hidrofilne, se slabo 
absorbirajo ter slabo prehajajo HEB).   
 
Slika 26: Aritmetična sredina log P izračunana z metodami XLOGP3, WLOGP, MLOGP, 
SILICOS-IT in iLOGP. 
4.9.3 Topnost v vodi 
Da bi dosegli ustrezno biološko uporabnost in absorpcijo, morajo zdravilne učinkovine biti 
dobro topne v vodi. Za izračun topnosti v vodi smo uporabili tri metode, in sicer 
SILICOS, ESOL in Ali. ESOL in Ali sta predstavnika topološke metode, medtem ko je 
SILICOS-IT predstavnik fragmentne metode. Slednja temelji na izračunu FILTER-IT 
programa, različici 1.0.2. Metoda Ali temelji na dveh deskriptorjih, in sicer log P in TPSA, 
medtem ko druga topološka metoda ESOL, temelji na štirih molekularnih deskriptorjih: 
izračunan porazdelitveni koeficient (clogP), molekulska masa (MW), število vrtljivih vezi 
(RB) in delež težkih atomov v aromatskih sistemih (AP). Za metodi ESOL in Ali velja, da 
poleg prispevka drugih fizikalno-kemijskih parametrov v enačbi, upoštevajo tudi linearno 
zmanjšanje logaritma koeficienta molarne topnosti z MW in log P (100). Vse metode so 
ovrednotene z naslednjimi merili log S: praktično netopno < -10 < težko topno < -6 < 
zmerno topno <-4 < topno <-2 < lahko topno <0 < zelo lahko topno. Graf na sliki 27 
prikazuje vrednosti log S izračunanih z zgoraj naštetimi metodami, pri čemer modra 















Log P > 3
Log P 1 - 3
Log P > 5
Log P < 1
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metodo. Črna krivulja predstavlja povprečje zgoraj uporabljenih metod. Iz slednje 
razberemo, da sta spojini 4 in 7 zelo topni oziroma zelo lahko topni, saj je njihov log S > 0. 
Večina spojin spada v razred topen oziroma zmerno topen, pri čemer izstopajo spojine 2, 9, 
16 in 21, ki imajo nizko vrednost log S in so tako slabo topne spojine. Največje odstopanje 
je opaženo pri izračunih z modelom SILICOS-IT, kar je posledica fragmentnega pristopa v 
izračunu log S. 
 
Slika 27: Grafični prikaz log S zaviralcev MurA. 
4.9.4 Farmakokinetika 
Farmakokinetiko zdravil opišemo kot preučevanje poti zdravila skozi organizem, od vnosa, 
preko absorpcije, distribucije oziroma porazdelitve, presnove do končnega izločanja iz 
organizma. Za oceno farmakokinetičnih lastnosti imamo poleg modelov peroralne 
biorazpoložljivosti, na voljo tudi modele, ki na osnovi struktur predvidijo: 
• potencialno inhibicijo različnih citokromov encimov, 
• uvrstijo spojine med substrate P-glikoproteina ter 
• napovejo njihovo zmožnost prehajanja hematoencefalne bariere (HEB).  
Humana intestinalna absorpcija opisuje verjetnost prehajanja molekule preko 
intestinalne bariere po peroralnem dajanju. V SwissADME je opisana z izrazi "visoka" in 
"nizka" verjetnost. Pri razvoju novih zdravil je prav tako pomembno, da preučimo, ali je 
potencialno zdravilo substrat P-glikoproteina, saj se lahko zdravilo zaradi delovanja Pgp v 
kratkem času izloči iz celice in je tako njegov učinek onemogočen, kar zmanjša njegovo 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
ESOL Log S -5 -8 -4 1 -0 -2 0 -4 -5 -1 -4 -4 -3 -4 -3 -6 -4 -4 -2 -2 -7 -4 -4 -3 -2 -3 -4 -2
Ali Log S -7 -8 -4 0 -0 -2 0 -4 -5 -1 -6 -4 -5 -4 -4 -6 -4 -5 -2 -3 -9 -3 -4 -3 -2 -3 -4 -4
Silicos-IT LogSw -6 -1 -3 3 -0 -2 1 -3 -9 -0 -4 -4 -3 -5 -2 -8 -7 -4 -3 -2 -9 -5 -6 -4 -1 -2 -3 -1



















biološko uporabnost (101). V SwissADME je inhibicija intestinalnega Pgp ocenjena z 
izrazi "pozitivno" ali "negativno". 
Glavna vloga visoko selektivne krvno-možganske pregrade oziroma hematoencefalne 
bariere (HEB) je zaščita možganov s "fizično" pregrado (npr. tesni stiki v endotelijskih 
celicah, ki preprečujejo paracelularni prehod) in "biokemično" pregrado, ki je sestavljena 
iz encimov, ki metabolizirajo ksenobiotike in aktivnega črpanja (npr. Pgp, ki črpa substrate 
iz tkiv centralnega živčnega sistema (CŽS)). Čeprav je aktiven transport pomemben, je za 
vstop zdravilnih učinkovin iz krvnega v možganski obtok najpomembnejša pot pasivna 
difuzija (102). Pri nekaterih učinkovinah so zaželene fizikalno-kemijske lastnosti, ki 
onemogočijo prehod HEB zaradi njihovih neželenih učinkov na centralni živčni sistem, 
medtem ko so nasprotno pri drugih zaželene lastnosti, ki omogočajo prehod preko HEB, s 
čimer se doseže večja učinkovitost zdravila. Zato je pomembno, da se potencialne 
učinkovine ustrezno modificirajo že v zgodnjih fazah razvoja.  
Grafični prikaz rezultatov internega farmakokinetičnega modela Brain Or Intestinal 
Estimated permeation method (BOILED-Egg) osemindvajsetih zaviralcev MurA je 
prikazan na sliki 28. BOILED-Egg je prikazan kot diagram odvisnosti WLOGP in TPSA, 
dveh molekulskih deskriptorjev, ki sta odvisna od lipofilnosti/hidrofilnosti molekule. Graf 
je razdeljen na tri območja. Območje, označeno z rumeno barvo, „rumenjak“, označuje 
molekule, ki po napovedi pasivno prehajajo HEB. Belo območje, „beljak“, označuje 
zdravila, ki se po napovedi pasivno absorbirajo v prebavnem traktu. Molekule označene z 
modrim krogom predstavljajo substrate Pgp, medtem ko molekule označene z rdečim 
krogom ravno nasprotno (102).  
Na osnovi predvidevanja farmakokinetičnih lastnosti z računalniškim programom 
SwissADME, lahko napovemo, da bodo spojine 3, 8,  9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 22, 
23, 24, 25, 27 pasivno prehajale HEB, medtem ko se bodo spojine 1, 5, 6, 7, 10, 20, 26, 28 
pasivno absorbirale v prebavnem traktu. Pri periferno delujočih protimikrobnih 
učinkovinah si želimo, da imajo fizikalno-kemijske lastnosti, ki preprečujejo prehod HEB, 
medtem ko pri centralno delujočih učinkovinah ravno nasprotno (98). Slednje morajo 
prodreti skozi krvno-možgansko pregrado in doseči koncentracije, primerne za 
izkoreninjenje patogenih okužb, kot so meningitis, možganski ognojki, encefalitis in 
ventriculitis (103). Spojine 2, 4 in 11 se ne nahajajo v nobenem izmed dveh območij, kar 
pomeni, da so primerne za lokalno uporabo. Spojine 3, 4, 17 in 20 so substrati Pgp, kar ima 
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lahko za posledico zmanjšano biorazpoložljivost, medtem ko ostale spojine niso substrati 
Pgp. Spojina 12 se nahaja na meji med rumenim in belim območjem, kar pomeni, da ima 
veliko verjetnost tako za dobro gastrointestinalno absorpcijo kot tudi prehod HEB.  
Slika 28: Grafični prikaz zaviralcev MurA z napovednim modelom BOILED-Egg. Slika je 
izdelana s programom SwissADME. 
Encimska skupina citokromov P450 (CYP) je najpomembnejši encimski sistem, ki je 
vključen v presnovo velikega števila endogenih (steroidi, maščobne kisline, prostaglandini, 
levkotrieni in biogeni amini) in eksogenih spojin (zdravila, rastlinski toksini) (104). Encimi 
CYP, zlasti CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2 in CYP2B6 
igrajo osrednjo vlogo pri presnovi zdravil. So odgovorni za približno 90 % presnove I faze 
klinično pomembnih zdravil v jetrih, črevesju in ledvicah. Zdravila, ki povzročajo 
presnovne interakcije so lahko induktorji ali zaviralci. Zaviralci blokirajo presnovno 
aktivnost enega ali več encimov CYP, kar je odvisno od odmerka in sposobnosti vezave 
samega inhibitorja na encim, medtem ko induktorji povečujejo aktivnost encima CYP, tako 
da spodbujajo njihovo dodatno sintezo (105). Spojine 1, 8, 9, 12, 13, 14, 17, 18, 19 in 24 so 
zaviralci CYP1A2, spojine 1, 2, 8, 9, 12, 16, 17 in 18 so zaviralci CYP2C19 in spojine 1, 
9, 13, 14, 16, 17 in 18 so zaviralci CYP2C9. Spojine 3, 9, 17 in 23 predstavljajo substrate 
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za CYP2D6, medtem ko spojine 1, 3, 9, 14, 16, 17 in 23 substrate za CYP3A4. Spojini 9 in 
7 bosta tako zavirali vse zgoraj naštete izoencime. 
4.9.5 Podobnost z učinkovinami (druglikeness) 
Znano je, da imajo molekule zdravil podobne fizikalno-kemijske lastnosti. Molekule, ki 
imajo te lastnosti, se imenujejo učinkovini podobne molekule (druglike). Podobnost z 
učinkovinami je uporabno in preprosto merilo namenjeno presejanju potencialnih 
zdravilnih učinkovin. Za določanje podobnosti z učinkovinami je program SwissADME 
vključil pet različnih metod: Lipinski (Pfizer), metoda Ghose (Amgen), Veber (GSK), 
Egan (Pharmacia) in Muegge (Bayer). Metode temeljijo na naslednjih pravilih:  
1. Lipinski vključuje: (MW) ≤ 500, MLogP (lipofilnost) ≤ 4,15, (HBA) ≤ 10 in 
(HBD) ≤ 5; 
2. Ghose vključuje: 160 ≤ (MW) ≤ 480, −0,4 ≤ WLogP (lipofilnost) ≤ 5,6, 40 ≤ 
molekularna refraktivnost (MR) ≤ 130 in 20 ≤ število atomov ≤ 70; 
3. Veber vključuje: število vrtljivih vezi ≤10 in (TPSA) ≤ 140; 
4. Egan vključuje: lipofilnost (WLogP) ≤ 5,88 in (TPSA) ≤ 131,6; 
5. Muegge vključuje: 200 ≤ (MW) ≤ 600, −2 ≤ lipofilnost (XLogP3) ≤ 5, (TPSA) ≤ 
150, število obročev ≤ 7, število ogljik > 4, število heteroatomov > 1, število 
vrtljivih vezi ≤ 15, (HBA) ≤ 10 in (HBD) ≤ 5. 
Najbolj priljubljena metoda za ocenjevanje podobnosti z učinkovinami je pravilo 
Lipinskega (angl. Rule of five - RO5). Osredotoča se na peroralno uporabljena zdravila, ki 
se pasivno transportirajo na mesto delovanja. Število izpolnjenih meril lahko uporabimo 
kot večstopenjsko vrednotenje druglikeness (106). Spojine, ki ne izpolnjujejo dveh ali več 
meril nakazujejo na slabo absorPcijo in permeabilnost. Izjema so antibiotiki, antimikotiki, 
vitamini in kardiotonični glikozidi (107). Iz rezultatov, prikazanih na grafu (slika 29), 
lahko zaključimo naslednje:  
• vse spojine razen 2, 4, 16 in 21 se ujemajo z merili Lipinskega. Spojini 2 in 16 
kršita eno pravilo, in sicer MLogP ≥ 4,15. Spojina 4 prav tako ne ustreza enemu 
pravilu (HBD > 5), medtem ko spojina 21 krši dve pravili, in sicer MW > 500 in 
HBA > 10; 
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• pri metodah Ghose in Muegge je večje število spojin, ki kršijo pravila. Pri prvi 
metodi so to 2, 4, 5, 7, 8, 10, 12, 18, 20 in 21, medtem ko po metodi Muegge 2, 4, 
5, 7, 10, 11, 16, 19, 21 in 25; 
• spojine 4, 11 in 21 kršijo pravila tako po metodi Egan, kot Veber. Spojina 2 krši 
pravilo po metodi Egan; 
• Pridemo do zaključka, da spojini 4 in 21 kršita pravila po vseh metodah. 
 
Slika 29: Podobnost z učinkovinami zaviralcev MurA. 
Ocena biološke uporabnosti po Abbotu (angl. Abbot bioavailability score (ABS)) 
napoveduje verjetnost, da bo spojina imela več kot 10-% peroralno biološko uporabnost na 
modelu podgan ali merljivo prepustnost na celicah Caco-2. V odvisnosti od skupnega 
naboja, PSA in ujemanja s pravili Lipinskega dobimo semikvantitativno oceno ABS, ki je 
ovrednotena s štirimi razredi verjetnosti (11 %, 17 %, 56 % ali 85 %). ABS spojin se 
določi glede na njihov prevladujoči naboj pri fiziološkem pH. Za anione igra pomembno 
vlogo polarna površina (PSA), medtem ko je za ostale spojine pomembnejše pravilo 
Lipinskega. Za anione s PSA > 150 Å2 znaša ABS 0,11, 0,56, če je vrednost PSA med 75 
in 150 Å2 in 0,85, če je PSA <75 Å2. Za nevtralne, zwitterionske ali kationske spojine, ki 
se ujemajo s pravili Lipinskega, znaša ABS 0,55 in spojine imajo tako > 10-% biološko 
uporabnost (F) oziroma 55 % možnosti za F > 10 % na modelu podgan. V primeru, da se 
spojina ne ujema s pravili Lipinskega, ABS znaša 0,17, oziroma ima 17-% možnost, da 
ima > 10 % biološko uporabnost na modelu podgan (108). Iz grafa na sliki 30 lahko 
zaključimo, da ima večina spojin 55 % možnosti za F > 10 % z izjemo spojin 11 in 21 z 
ABS 0,11 ter spojin 2 in 10 z ABS 0,85.  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Lipinski 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Ghose 0 1 0 1 4 0 3 1 0 3 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 4 0 0 0 0 0 0 0
Veber 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Egan 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0















Slika 30: Ocena biološke uporabnosti (po Abbotu) zaviralcev MurA. 
4.9.6 Farmacevtska kemija 
Podobnost s spojino vodnico (anlg. leadlikeness) je namenjen prepoznavanju spojin, ki 
imajo potencial, da jih tekom razvoja pretvorimo v spojine vodnice. Preden spojine 
vodnice uporabimo kot kandidate za razvoj do zdravila v kliničnih preizkušanjih, jih je 
običajno potrebno sintezno modificirati. S sintezno modifikacijo spojini ustrezno 
spremenimo fizikalne lastnosti (npr. povečanje molekulske mase in lipofilnosti). (109). Za 
izračun podobnosti s spojino vodnico so uporabljena naslednja merila: 250 ≤ MW ≤ 350, 
log P ≤ 3,5 in NROT (število vrtljivih vezi) ≤ 7. Iz grafa na sliki 31 razberemo, da 
enaindvajset spojin vsebuje neskladja, od tega štirinajst z enim, šest spojin z dvema (1, 2, 
9, 13, 16 in 23) in ena spojina s tremi opozorili. Spojina 21 ne ustreza merilom podobnosti 
s spojino vodnico. Spojine, ki ustrezajo vsem merilom, so: 4, 8, 14, 15, 20, 22 in 26). 
 






























Metoda PAINS (angl. Pan assay interference compounds) in BRENK se uporabljata za 
identifikacijo spojin, ki so lahko problematične v testnih sistemih. PAINS spojine 
povzročajo lažno pozitivne rezultate bioloških testov in tako motijo testni sistem. Lažno 
pozitivni rezulati nastanejo kot posledica procesov, kot so: prevelika kemijska reaktivnost 
v poskusnih pogojih, kovalentna modifikacija encima, redoks učinki, keliranje ionov, 
avtofluorescenca ali razgradnja. V ta namen so avtorji identificirali 480 PAINS opozorilnih 
podstruktur, ki lahko uporabimo za označevanje lažnih in sumljivih zadetkov (110, 111). Iz 
grafa na sliki 32 razberemo, da večina spojin ne vsebuje fragmentov z lažno pozitivnimi 
signali. Izjeme so spojina 14, ki v svoji strukturi vsebuje podstrukturi kinon, spojina 16 s 
podstrukturo 1,3 diketon in spojina 26 s podstrukturo aril-alil.  
BRENK, podobno kot PAINS, vsebuje seznam 105-ih podstruktur, ki so domnevno 
toksične, kemično reaktivne, presnovno nestabilne ali pa imajo lastnosti, ki so odgovorne 
za slabe farmakokinetične lastnosti (48). Iz grafa na sliki 32 lahko razberemo, da osemnajst 
spojin vsebuje omenjene podstrukture. Pri trinajstih spojinah (4, 5, 10, 11, 15, 16, 21, 22, 
23, 24, 25, 26 in 27) opazimo eno strukturno opozorilo, pri štirih spojinah (6, 7, 8, 13 in 
28) dva ali tri strukturna opozorila. Opozorila so nastala zaradi vsebnosti naslednjih 
podstruktur: tričlenski hetorcikel, elementarni fosfor, izoliran alken, težke kovine (Se, Hg), 
nitro skupina, tiokarbonilna skupina, disulfid, Michaelov aceptor, kisik-dušik enojna vez, 
vez dušik-ogljik-halogen, 1,3 diketon, alkil halid, sulfonska kislina, ftalimid ali pa 
vsebujejo več kot dva estra. 
 





















Sintezna dostopnost (angl. Synthetic accessibility) je vedno bolj sistematično vključena v 
potek molekularnega modeliranja in se pogosto uporablja pri virtualnem rešetanju za izbor 
prednostnih struktur. Sintezna dostopnost predstavlja kvantitativno oceno enostavnosti 
sinteze organskih spojin. Ocena je določena je na osnovi sintezne kompleksnosti spojin, ki 
združuje informacije o vhodnem materialu in strukturni kompleksnosti končnih spojin 
(112). SwissADME je razvil lastno fragmentarno metodo z analizo več kot 13 milijonov 
spojin, ki temeljijo na 1024-ih fragmentih prispevkih (FTp) in 40-ih zunanjih molekulah 
(r2=0,94). Predpostavljeno je, da najpogostejši fragmentni prispevki v tej zbirki nakazujejo 
na visoke vrednosti sintezne dostopnosti, medtem ko redki fragmenti pomenijo težjo 
sintezo. Za dano molekulo se fragmentarni prispevki seštejejo in ustrezno obtežijo z izrazi, 
ki opisujejo velikost in kompleksnost (makrocikli, kiralni centri ali spiro funkcije). Po 
normalizaciji se ocena sintezne dostopnosti giblje med 1 (zelo enostavno) in 10 (zelo 
težko) (48). Iz podatkov o sintezni dostopnosti smo izračunali povprečje, ki znaša 3,3, kar 
nakazuje na to, da večino spojin lahko enostavno pripravimo. Spojine, ki izražajo težjo 
sintezno dostopnost, so spojine 4, 6, 13, 15 in 21 (slika 33).  
 
Slika 33: Sintezna dostopnost zaviralcev MurA. 
Slika 34 prikazuje toplotno karto osemindvajsetih zaviralcev, ki smo jo pripravili z 
upoštevanjem izračunanih vrednosti molekulskih deskriptorjev (TPSA, Log P, Log S, CYP 
zaviralcev, Lipinski, Ghose, Veber, Egan in Muegge kršitve, biološka uporabnost po 
Abbotu, PAIN, BRENK in Leadlikeness kršitve ter sintezna dostopnost). Vrednosti le-teh 
smo normalizirali z linearno metodo, pri čemer so najslabše vrednosti označene z 0, 
najboljše pa 1. Številčne vrednosti smo nato prevedli v barvno lestvico. Temno vijolična 

























Kot lahko razberemo iz slike 34, ima spojina 21 najslabše in spojine 3, 6, 15, 20 in 28 
najboljše lastnosti. Spojina 15 ima odlične lastnost, a je zaradi šibke inhibicijske aktivnosti 
kot taka neprimerna za nadaljnje raziskave. Za spojino 20 je ugotovljeno, da poleg 
zaviranja sinteze peptidoglikana, nespecifično zavira tudi sintezo DNA, RNA in 
beljakovin, kar je tudi razlog, da so bile nadaljnje raziskave tega zaviralca opuščene. Iz 
tega zaključimo, da so spojine 3, 6 in 28 na osnovi ovrednotenih molekulskih deskriptorjev 
najprimernejše protibakterijske učinkovine. Spojina 5 (fosfomicin) je edina med zaviralci 
MurA, ki se uporablja v klinične namene.  
 
Slika 34: Prikaz toplotne karte zaviralcev MurA. Vključeni so naslednji molekulski 
deskriptorji: TPSA, Log P, Log S, CYP zaviralcev, Lipinski, Ghose, Veber, Egan in 
Muegge kršitve, biološka uporabnost po Abbotu, PAINS, BRENK in Leadlikeness kršitve 
ter sintezna dostopnost. Temno vijolična barva odraža najslabše, bela vmesne in temno 





V sklopu magistrske naloge smo z uporabo bioinformacijskih orodij podrobneje analizirali 
encim MurA. Na podlagi zastavljenih hipotez lahko zaključimo sledeče: 
1. Dokazali smo, da je encim MurA esencialen v enaindvajsetih različnih organizmih, 
ki vključujejo ESKAPE bakterije, kot sta Staphylococcus aureus in Pseudomonas 
aeruginosa. Za ostale organizme ne moremo trditi enako, ampak lahko na podlagi 
števila organizmov, pri katerih je esencialnost dokazana, to predvidevamo.  
2. Identificirali smo vezavna mesta encima, pri čemer se večina prob nahaja v bližini 
substrata UNAG ali PEP analoga. Razlike med vodikovimi in hidrofobnimi 
interakcijami so minimalne. Aminokisline, z najvišjim odstotkom vodikovih interakcij 
so sledeče: Lys-22, Asn-23, Asp-49, Arg-91, Ala-92, Trp-95, Arg-120, His-125, Ser-
162, Val-163, Gly-164, Val-167, Glu-188, Glu-190, Arg-232, Thr-304, Asp-305, Arg-
331 in Arg-397. Aminokisline, ki se nahajajo na zanki encima, so uporabne za 
načrtovanje samo pri encimih v zaprti obliki.  
3. Na osnovi upoštevanja ocene evolucijske ohranjenosti pridobljene s programoma 
Jalview in ConSurf smo izpostavili naslednje aminokisline: Leu-12, Lys-22, Asn-23, 
Asp-49, Arg-91, Ser-93, Pro-112, Gly-113, Gly-114, Arg-120, Asn-184, Glu-188, Pro-
189, Gly-202, Gly-217, Leu-221, Asp-231, Ile-233, Gly-270, Pro-300, Thr-304, Asp-
305, Gln-307, Arg-331, Arg-397 in Gly-398. Edini aminokislini s 100-% ohranjenostjo 
(Jalview) oziroma oceno 1 (Shanon score) sta Arg na položaju 397 in Gly na položaju 
398.  
4. S presekom evolucijsko najbolj ohranjenih aminokislin in aminokislin z najvišjim 
odstotkom vodikovih interakcij smo dobili deset ključnih aminokislin (Lys-22, Asn-23, 
Asp-49, Arg-91, Arg-120, Glu-188, Thr-304, Asp-305, Arg-331 in Arg-397), ki 
prevladujejo v notranjosti encima - v bližini aktivnega mesta. To pomeni, da so te 
aminokisline pomembne s stališča načrtovanja aktivnih spojin oziroma potencialnih 
protibakterijskih učinkovin in imajo manjšo verjetnost mutacij. 
5. Izbrali smo osemindvajset potencialnih zaviralcev encima. Na osnovi ovrednotenih 
molekulskih deskriptorjev, spojine 3, 6 in 28 izkazujejo najboljše lastnosti, pri čemer je 
spojina 5 (fosfomicin) edini zaviralec MurA, ki se uporablja v klinične namene.  
V primeru nadaljnjih raziskav na področju encima MurA predlagamo, da se pri 
načrtovanju novih zaviralcev encima upoštevajo omenjene aminokisline. Izsledki te 
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magistrske naloge so zato pomembni za razvoj novih širokospektralnih protibakterijskih 
učinkovin.   
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Tabela VII: Podatki o encimu MurA iz proteinske podatkovne baze (angl. Protein Data 




































2,65 A, B, 
C, D, 
E, F, G, 























2,5 A, B, 
C, D, 




3V5V E. cloacae / 2,7 A, C, D 2012-
03-07 



























2,3 A, B, 
C, D, 





























1,9 A, B 2012-
03-07 































































































































































2,5 A, B, 
C, D, 
E, F, G, 
































































































































2,1 A, B 2013-
03-20 








































2,3 A, D 2013-
03-20 



































































2,5 A, B, 
C, D, 
E, F, G, 

























1EJC E. cloacae / 1,8 A 2000-
10-25 






















/ 1,6 A 2013-
03-20 










 / 1,95  A, B 2020-
04-15 



























































































































































 / 2,9  A 2013-
04-24 













































































































































































2,75 A, B, 
C, D, 

















1(29) IC50 = 3.3 µg/mL 
E. coli 
MIC < 0.12 µg/mL S. aureus GC 1131 
(MRSA) 
MIC < 0.12 µg/mL S. aureus 4543 (MSSA) 
MIC < 0.12 µg/mL S. aureus 2216 (ATCC) 
MIC = 0.25 µg/mL E. faecalis GC 4555 
(ATCC) 
MIC < 0.12 µg/mL E. faecalis GC 2242 
(VRE) 
MIC < 0.12 µg/mL S. pneumoniae GC1894 
(PRSP) 
MIC = 128.0 µg/mL S. pneumoniae GC1894 
(PRSP)a 
MIC < 0.12 µg/mL MSCNS (koagulaza 
negativni stafilokoki-občutljivi na meticilin) 
GC 646 
MIC > 128.0 µg/mL E. coli GC 4559 
MIC = 0.5 µg/mL E. coli GC 4560 
n. p 
2(79) IC50 = 2.0 µg/mL 
E. coli. 
MIC = 0,25 µg/mL S. aureus GC 1131 
(MRSA) 
MIC = 0.25 µg/mL S. aureus GC 4543 
MIC = 1.0 µg/mL E. faecalis GC 4555 
MIC = 0.5 µg/mL E. faecalis GC 2242 (VRE) 
MIC = 0.25 µg/mL S. pneumoniae GC1894 
(PRSP) 
n. p 
3(71) IC50 = 3,13 (±1.51) 
µM E. coli  
IC50 = 17,35 
(±3.30) µM S. 
aureus 
IC50 = 18.83 
(±2.37) S. aureus 
MurZ 
MIC = 256.0 µg/mL E. coli JM109 
MIC = 128.0 µg/mL S. aureus SH1000 
 
K 
4(73), (32) IC50 = 5,0 (±0,8) 
µM E. coli 
MIC = 6,25 µM E. coli  
MBC = 50.0 µM E. coli 
% inhibicije = 84 (±2) 
K/NK 
5(73), (32) IC50 = 2,0 (±0,6)  
µM E. coli  
MIC = 12,5 µM E. coli  
MBC = 200.0 µM E. coli  
% inhibicije = 97 (±3) 
K/NK 






IC50 = 10,3 µM P. 
aeruginosa 
 
MIC > 32.0 µg/mL E. coli ATCC 25922 
MIC > 32.0 µg/mL P. aeruginosa ATCC 
27853 
MIC > 32.0 µg/mL MRSA NCTC 10442 
MIC > 32.0 µg/mL MSSA ATCC 25923 
% inbicije = 97 (±2) 
7(78), (75) IC50 = 8,8 µM E. 
coli K-12 
IC50 = 0,118 µM E. 
coli 
IC50 = 10,5 µM P. 
aeruginosa 
MIC = 16,0 µg/mL E. coli OC2530b 
MIC > 32.0 µg/mL E. fecalis ATCC 29212 
MIC > 32.0 µg/mL E. faecium OC 3312 
MIC = 16.0 µg/mL S. aereus ATCC 29213 
MIC = 16,0 µg/mL MRSA OC 2878 
MIC = 1.0 µg/mL S. aereus OC 4172 
K 
8(76) IC50 = 2,8 (±0.2) 
µM E. coli 
IC50 = 18,7 (±4.8) 
µM E. coli C115D 
MurA IC50 = 2,8 
(±0.3) µM P. 
aeruginosa 
IC50 = 3,9 (±0.3) 
µM S. aureus 
 
MIC = 4.0 µg/mL MSSA ATCC 25923 
MIC = 4.0 µg/mL MRSA NCTC 10442 
MIC = 4.0 µg/mL E. coli ATCC 25922 





9(80) IC50 = 8 µM E. coli MIC > 128.0 µg/mL E. coli  
MIC > 128.0 µg/mL S. aureus 
n. p 
10(32), (78) IC50 = 14 µM E. 
cloacae 
n. p K 
11(78) IC50 = 1 (± 2) µM 
E. coli  
n. p NK 
12(81) IC50 = 0,280 
(±0.24) µM E. coli 
IC50 = 1,09 (±0.05) 
µM. S. aureus 
IC50 = 2,89 (±0.04) 
µM. S. aureus 
murZ 
MIC > 128.0 µg/mL E. coli 




IC50 = 2,8 (± 1.22) 
µM E. coli 
IC50 = (6,7 ± 1.17) 
µM MRSA 
MurAWT 




MIC = 32 µg/mL S. aureus ATCC 29213   
MIC = 16 µg/mL S. aureus ATCC 33592 
(sev MRSA) 
MIC = 32 µg/mL B. subtilis ATCC 23857    
MIC = 128 µg/mL E. coli ATCC 25922   
MIC = 256 µg/mL A. baumannii 17978   
K 
14(78), (33) IC50 = 0,064 µM H. 
influenzae 
n. p  K 
86 
 
15(77) IC50 = 480 µM S. 
aureus 
MIC = 1.0 µg/mL S. aereus ATCC 25923 
MIC > 256.0 µg/mL E. coli RFM 795 
MIC = 0.5 µg/mL MSSA (UAMS-1) 
MIC = 2.0 µg/mL MRSA (LAC-JE2) 
MIC = 2.0 µg/mL VISA (Mu50) 
MIC = 4.0 µg/mL VRSA1  
MIC = 1.0 µg/mL VRSA10 
n. p 
16(72) IC50 = 8,4 µM E. 
coli 
 
MIC = 25.0 µg/mL S. aureus GC 1131 
(MRSA) 
MIC = 25.0 µg/mL S. aureus 4543 (MSSA) 
MIC = 50 µg/mL E. faecalis GC 4555 
(ATCC) 
MIC = 50.0 µg/mL E. faecalis GC 2242 
(VRE) 
MIC = 25.0 µg/mL S. pneumoniae GC1894 
(PRSP) 
MIC > 200.0 µg/mL S. pneumoniae GC1894 
(PRSP)a 
MIC > 200 µg/mL MSCNS GC 646 
MIC > 200.0 µg/mL E. coli GC 4559 
MIC = 200.0 µg/mL E. coli GC 4560 
n. p 
17 (78) IC50 = 109 µM E. 
coli 
n. p n. p 
18 (83) IC50 = 0,2 µM E. 
coli 
MIC = 8.0 µg/mL E. coli OC 2530b 
MIC = 8.0 µg/mL E. fecalis ATCC 29212 
MIC = 8.0 µg/mL E. faecium OC 3312 
MIC = 4.0 µg/mL S. aereus ATCC 29213 
MIC = 4,0 µg/mL MRSA OC 2878 
MIC = 4.0 µg/mL S. aereus OC 4172 
NK 
19(83) IC50 = 0,3 µM E. 
coli 
MIC > 32.0 µg/mL E. coli OC 2530b 
MIC = 16.0 µg/mL E. fecalis ATCC 29212 
MIC = 16.0 µg/mL E. faecium OC 3312 
MIC = 32.0 µg/mL S. aereus ATCC 29213 
MIC = 16.0 µg/mL MRSA OC 2878 
MIC = 16.0 µg/mL S. aereus OC 4172 
NK 
20(83) IC50 = 0,9 µM E. 
coli 
MIC > 32.0 µg/mL E. coli OC 2530b 
MIC = 16.0 µg/mL E. fecalis ATCC 29212 
MIC = 16.0 µg/mL E. faecium OC 3312 
MIC = 32.0 µg/mL S. aereus ATCC 29213 
MIC = 16.0 µg/mL MRSA OC 2878 
MIC = 16.0 µg/mL S. aereus OC 4172 
NK 
21(84), (32) Ki = 1 µM E. coli n. p n. p 
22(85), (86), 
(87) 
IC50 = 0,1 µM H. 
influenzae 
MIC = 0,2 µg/mL S. aureus 209P 
MIC = 0,39 µg/mL B. subtilis ATCC 6633 
K 
23(88), (32) IC50 = 6,0 µM E. 
coli 
MIC > 32,3 µg/mL E. coli ATCC 25922 





MIC = 8,1 µg/mL Moraxella catarrhalis 
ATCC 25238 
MIC = 16,1 µg/mL S. aureus ATCC 13709 
MIC = 16,1 µg/mL S. pneumoniae ATCC 
49619 
MIC = 32,3 µg/mL Candida albicans ATCC 
90028 
24(89) IC50 = 0,38 µM E. 
coli 
n. p K 
25(89) IC50 = 0,55 µM E. 
coli 
n. p K 
26(4) IC50 < 5 µg/mL n. p n. p 
27(85), (86) IC50 = 0,4 µM H. 
influenzae 
MIC > 128.0 µg/mL S. pyogenes 
CCARM0206 
MIC = 1.0 µg/mL S. aureus CCARM0201 
MIC = 1.0 µg/mL E. coli CCARM0230 
MIC = 2 µg/mL P. aeruginosa CCARM0219 
MIC = 1 µg/mL Salmonella typhimurium 
CCARM0240 
MIC = 1.0 µg/mL Klebsiella oxytoca 
CCARM0248 
MIC = 2.0 µg/mL E. cloacae CCARM0252 
MIC > 40.0 µg/mL Mycobacterium. 
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) 
K 
28(85), (86) IC50 = 0,7 µM H. 
influenzae 
MIC > 128.0 µg/mL S. pyogenes 
CCARM0206 
MIC = 1.0 µg/mL S. aureus CCARM0201 
MIC = 32.0 µg/mL E. coli CCARM0230 
MIC > 128.0 µg/mL P. aeruginosa 
CCARM0219 
MIC = 64.0 µg/mL Salmonella typhimurium 
CCARM0240 
MIC = 64.0 µg/mL Klebsiella oxytoca 
CCARM0248 
MIC = 64.0 µg/mL E. cloacae CCARM0252 
MIC > 40.0 µg/mL Mycobacterium. 
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) 
K 
a 4-% goveji serumski albumin, b pomanjkanje LPS, VRE vankomicin rezistenten 
enterococcus, VRSA vankomicin rezistenten S. aureus, VISA Staphylococcus aureus z 
zmanjšano občutljivostjo za vankomicin, n. p ni podatka 
 
